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RESUMEN

Se describe la presencia, distribución y algunas propiedades

de las ADNpolimeraeas aisladas de linfocitos humanosde cangre

periférica normal sin estimular y eetimuladoa por fitohemoagluti
nina.

En los linfocitos no estimuladoe se encuentran dos ADNpoli

meraeaa citOplaemáticaa que eluyen de columnas de DEAEcelulosa a

0,07! de ClNa (CIN) y a 0,13! de ClNa (C En la fracción nuIIN”
clear se encuentra una eola enzima‘(NIN) que no se adaorbe e 1a

DRAEceiuloaa.
En el caso de linfbcitos eatimulados se detecta una sola en

zima citoplaamática que eluye a 0,12M de CINa. La fracción nuclear

contiene dos actividades enzimáticae, la correspondiente a N18

que no se adsorbe a 1a DEAEcelulosa y la NI que eluye de 1aIa
DRAEcelulosa a 0,07! de ClNa.



INTRODUCCIÓN

Rol de los ácidos nucleicos

Unade las caracteristicas más sorprendentes de la célula vi

viente es su capacidad para transmitir las prOpiedades de una gene
racion celular a otra. Si bien la existencia de la herencia habia

sido notada por el hombre en la antigüedad sus bases químicas y fi

sicas no fueron entendidas hasta principios del siglo veinte.

La evidencia de que los acidos nucleicos actúan en la transmi
sión de la herencia proviene de tres clases de experimentos, hechos

con bacterias y virus.

El primero fue el trabajo de Avery y sus colegas lo Leod y

lc Carty, quienes encontraron en l9hh que las propiedades heredita

rias de las bacterias pneumoniapodían ser alteradas especificamen

te por el agregado de ADNde alto peso molecular, siendo esta habi

lidad del ADNtotalmente destruida por la enzima deoxiribonucleasa.

El segundo tipo de experimentos estaba relacionado al problema.

de cómolos bacteriófagps virulentos afectan a su huésped. Hersbey

y Chase en 1952 marcaron la proteína del rage T con 335 y el ADN
32

2

con P , demostrando que sólo el ADNes el responsable de programar

la producción de proteinas y ADNde nuevos fases.



El tercer experimento fue realizado por Fraenkel-Conrat y Sin
ger en 1957. Ellos establecieron que en el caso de los virus de

plantas, bacterias y animales que consisten sólo de ARNy proteina,

el ARNsuplanta al ADNcomomaterial genético.

Estructura Fisico-ggimica del ADN

La degradación hidrolitioa del ADNpor ácidos o enzimas permi

tió conocer sus tres componentes esenciales. Éstos son: 2-deozy-D

ribosa, ácido rosfórico y bases nitrogenadas.

El ADNde todos los tipos de celulas contiene dos clases de

bases nitrogenadas: las purinas, adenina y guanina y las pirimidi
nas, timina y oitosina.

Muchosinvestigadores intentaron explicar 1a estructura compleq

ta del ADNpero ésta fue formulada recién en 195} por Watson y Crick.

Ellos sintetizaron brillantemente los datos quimicos y de difracción

de rayos X en una estructura simétrica que poseía las prepiedades

inherentes a todo material genético. El modelo de Watson y Crick (1)

comprendedos cadenas de polinucleótidos que se entrelazan para for
mar una doble hélice. Las dos cadenas están unidas por puentes hi

drógeno entre las bases.
Pero la caracteristica más interesante del modelo es que neceo

sita aparcamientos especificos entre las bases: la adenina se apa

rea siempre con timina y 1a guanina con citosina. La rigidez de es

tas reglas de apareamiento lleva a una relación complementaria entre
las secuencias de bases de las dos cadenas. Debido a esta complemen

tariedad la estructura de Watsony Crick se adapta idealmente a un



modelo de replicación en si mismo, ya que cuando cada cadena se ae

para de la otra puede actuar comotemplado para la sintesis de una

nueva cadena, dando asi lugar a dos hélices idénticas a las ante
riores.

Replicación del ADNen bacterias

Debido a la complejidad de las células de eucariotes y a sus

complicados mecanismosde regulacion, la mayor parte de las inves

tigaciones realizadas hasta ahora para dilucidar el mecanismode 1a

replicación del ADNse han hecho en bacterias, aunque las investi

gaciones en células de organismos superiores han avanzado rápidameno

te en los últimos años.

Se sabe que la replicación del cromosomaen bacterias abarca

dos grandes procesos: la iniciacion de la sintesis del ADNy la e

longación cromosómica, siendo el primero de ellos la etapa regulato
ria.

Entre los organismos inferiores, Escherichia Coli ofreció 1a

ventaja de la gran información genética existente, siendo además
sus caminos metabólicos bastante conocidos.

Estudios bioquímicos y genéticos sugirieron que en E. Coli ocn?

rrian los siguientes sucesos durante la elongación de su cromoaoo

ma (2-3-h-5-6-7-8):

a) El desenrollamiento de las cadenas parentalea.

b) La sintesis de fragmentos iniciadores de ARNpor 1a ARNpo

limerasa ADNdependiente.

c) La extensián de los iniciadores por una ADNpolimerasa, foro
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mando los llamados segmentos de Okazaki. (Estos son frag

mentos oompueatoa de una pequeña parte de ARNunida a ADN).

d
v La remoción del ARNpor la RNAsa H.

V
e E1 llenado de los intervalos vacios.

r) La unión covalante de los fragmentos de ADNpor una ligasa.

ADNgglimeraaas en Erocariotes

En E. Coli se conocen tres polimerasas. La polimeraea I, aisla

da por Kornberg (9) en 1956, fue 1a primera enzima relacionada a la

síntesis de polideoxinucleótidos. La ADNpolimerasa II fue aislada

simultaneamente por Kornberg y Gefter (10) y por Knippers (11). Por

último la ADNpolimerasa III fue encontrada por Kornberg y Gerter

(12-15-1h).
Existe una clase importante de mutaciones oondicionales en bac

terias y ragos que permite a éstos multiplicarse a 30°C, aunque no
a h2°C. En E. Coli el uso de mutantes termosensibles afectadas en

los distintos procesos que involucran la replicación del ADNy la

división celular mostró ser una muybuena herramienta para el aní

lisis de estos procesos.
La evidencia de que distintas polimerasas realizan distintas

funciones proviene del estudio de estas mutantes. E1 hallazgp hecho

por De Lucia y Cairns (15) de que una mutante de E. Coli deficiente

en la ADNpolimerasa I es capaz de crecer normalmente sugirió que

esta enzima solamente repara el ADN.Por otro lado, experimentos he

chos con una mutante termoaensible de E. Coli para la ADNpolimera
aa III, llevó a la conclusián de que esta enzima es la responsable
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de la replicación en esa especie.

Iickner (16) y otros, estudiando la conversión enzimática de

ADNcircular de una sola cadena de los virus M13y i117]; a su forma
replicativa de duplex revelaron una nueva forma de ADNpol III cono

cida comoADNpol IIIlh y'qne seria la enzima responsable de esta

replicación.

Replicación del ADNen células eucariotgg

Debido a que no hay todavía mutantes de replicación de AD] en

células eucariotes, la investigación de la síntesis del ADNy su

control en organismos superiores requiere un sistema que permita no

sólo el estudio de diferentes enzimas, sino también correlacionar

actividades bioquímicas con funciones celulares.

Poco se conoce todavía sobre'la replicación del ADNen celulas

de organismos superiores. La mayorparte de las investigaciones se

han realiaado en sistemas subcelulares aislados, comoen el caso

del núcleo.

Por estudios de radioautografia, Hubbermany Riggs (17-18), ob

servaron que el ADNde células de eucariotes se replica teniendo

una estructura con puntos de crecimiento en forma de tenedor.

Ellos mostraron quez

a) Durante la fase S de células de mamíferos en cultivo la re

plicación del ADNse produce en unidades que estan distri

buidas en tandem.

b) Desde cualquier punto de iniciacion u origen, la replicación

progresa bidireccionalmente (por medio de dos tenedores di
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vergentes), con una velocidad de aproximadamenteO.5-l.2¡pn/
min.

c) Los intervalos entre origenes varia entre 15 y 120 Pm.
d) La replicación puede comenzar desde origenes vecinos en for

ma escalonada en el tiempo.

Por otro lado, estudios hechos sobre los cromosomasen estado

mitótico de células enteras de varios organismos indicaron que exis

ten concurrentemente varios sitios de replicación del ADN.Esto se

demostró dando pulsos de timidina tritiada durante la fase S preco

dente (19).

Despues del descubrimiento de los segmentos de Okazski en pro

cariotes muchosinvestigadores han tratado de detectarlos en célu

las de mamíferos y en algunos casos con resultados positivos.

Según fluberman y Horowitz*(2Q) estos segmentos existen, pero;

la posibilidad de encontrarlos depende de los métodosde preparacion.

Las investigaciones hechas hasta el momentosugieren que en celulas

de eucariotes existen unidades de replicación y que 1a sintesis de

ADNes discontinua, procediendo en pasos que involucran la formacion

de pequeñas piezas que luego se unen para formar el cromosomacomple

to (21-22-23).

En forma análoga a los descubrimientos de Okazaki en E. Coll.

en eucariotes también estos segmentos se iniciarian con un fragmen

to de ARN.Esto fue demostrado por varios investigadores (2hp25).

Pigiet, Eliasson y Reichard llegaron a esta conclusión usando núcleos
aislados de cultivos de células de fibroblastos de ratón infectados

con polioma.
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Estos autores proponen que la replicación del ADNen eucario

tes se llevaria a cabo por un mecanismosemejante a la replicación

en procariotes, es decir por:

a) Iniciación de nuevos fragmentos por una ARNpolimerasa.

b) Extensión de la cadena por una ADNpolimerasa.

o) Remoción del segmento de ARNpor la RNAsa H.

d
V Llenado de los lugares vacios por una ADNpolimerasa.

e) unión de los intermediarios por una ADNligasa.

Taylor (21) y colaboradores observaron que los segmentos de

Okazaki estarian unidos a secuencias de nucleótidos que podrian ser

vir comositios de iniciación para el crecimiento del ADN.

Estructura del cromosomade eucariotes

Investigaciones morfológicas,y químicas de los cromosomasde

los organismos superiores revelaron que están compuestos de compli

cadas estructuras nucleOproteicas, formandoovillos cuyas fibras

tienen un espesor de 200 í» cada una.

El ADNde los cromosomasesta asociado a ciertas proteinas ba

sicas, las protaminas y las histonas, que se enrollan alrededor de

la doble hélice. Otras proteinas se combinanperiódicamente con

esas proteínas básicas y con los grupos fosfato del esqueleto del

ADNy probablemente son responsables por las alteraciones tintóreas

de los cromosomasdurante el ciclo celular (27). También se encon

traron ADNy ARNpolimerasas unidas al núcleo y al ADN.

No es claro cual es la disposicion de las histonas en el cro

mosoma, pero aparentemente dos moleculas de ADNse unen lado a lado
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por medio de proteinas para formar una fibra.

E1 Ca** y el Hg** jugarían un rol importante (28) en 1a estruc

tura del cromosoma.Esto fue propuesto por varios investigadores que

observaron el erecto ejercido por agentes quelantes.

En los organismos superiores el plegamiento y condensación de

la molécula de ADNaparentemente continua, en un único cromosoma,

hace dificil entender la replicación a nivel celular.

Aunque la estructura del cromosomasufre cambios complejos y

ciclicos durante la mitosis, la meiosis y la espermiogónesis, en to

dos los casos la unidad basica es la molécula nucleOproteica macro

molecular y filamentosa. Si bien la mayoria de los investigadores (19)

apoyaron la idea de una única pieza de ADNduplex por cromosoma, s1

gunas otras observaciones introdujeron dudas al respecto. Sólo re

cientemente, midiendo las propiedades viscoelásticas del ADNde los

cromosomasde Drosófila, se ha podido mantener este largo polímero

_en solución y efectuar así las mediciones (21).

En células de organismos superiores se cree ahora que el ADN

cromosomalestá constituido por subunidades funcionales. Las mas pe

queñas son los segmentos de Okazaki, de alrededor de 1.200 nucleóti

dos que corresponden a 0.h.Pm de ADNhelicoidal y las mayores tienen

ZÁFmy contienen por lo tanto aproximadamente 6.000 nucleótidos.
La iniciación, por lo menos en algunos sitios, se debe a por

ciones de ARN,las cuales estan unidas a los fragmentos de ADNna.

ciente.

De acuerdo con Davidson, en el cromosoma existen segmentos de

alrededor de 9.060 nucleótidos que están separados por secuencias
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repetidas de aproximadamente300 nucleótidos.

Taylor y colaboradores (21) mostraron que las secuencias del

ARNque sirve como iniciadores en los segmentos de Okazaki son con

plementarias a una parte de estas regiones repetidas.

Sintesis de ADNz ciclo celular

En células eucariotes el ciclo celular consta de dos partes
fundamentales (29-50): la interfase y la división.

a) La interfase:es un largo período de crecimiento que a su vez

b v

puede subdividirse en varias etapas: G 3 y Gl' 2'
Después del periodo 01, en el cual se sintetizan los consti
tuyentes necesarios para 1a duplicación del ADNy otras sus

tancias celulares, comienza el período 3, en el cual se re

plica el material genético. Ia completadala duplicación

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

período 02 en la cual culminan los preparativos para 1a di
visión.
La duración de los distintos estados en células diferentes

varia, pero esta variación es pequeña entre células de una

misma especie. Los cambios mayores se encuentran en Gl, sien

do G2 y S bastante Constantes. En 1a mayoria de ias céiülüs

de mamíferos la fase S tarda de 6 a 8 horas y la fase G2 de

Gi

pocas horas a varios dias.

3 a 5 horas. La fase sin embargo puede tardar desde unas

La división o mitosis: es un periodo relativamente corto res

pecto a la interfase por medio del cual se producen dos cé
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lulas hijas.
Este ciclo se repite en cada generación celular. Bajo condi
ciones de temperatura y nutrición determinadas es constante

para cada tipo de célula. En la mayoría de las plantas y
animales el ciclo entero tiene una duración de alrededor de

veinte horas, de las cuales sólo una corresponde a la divi

sión celular y el resto a la interfase.

Sintesis de ADNen núcleo aislado

Debido a la complejidad de los organismos superiores es dificil

estudiar los mecanismos de replicación del ADNin vivo. Es por ello

que la mayor parte de las investigaciones se han realizado en nú
cleos aislados.

Aunque es muy complicado determinar el efecto del procedimien

to de aislamiento sobre 1a capacidad del núcleo para sintetizar ADN,

dado que la cantidad de proteinas nucleares que se pierde es desco

nocida, en general esos experimentos dan amplia Justificación para

trabajar con núcleos aislados comométodo para delinear los mecanis

mos de sintesis de ADN(31).

En estudios con células sincronizadas se comprobóque la repli

cación de ADNen núcleos de mamíferos es un proceso muy ordenado que

necesita a un tiempo determinado sintesis de ARNy proteinas.

Los requerimientos para la sintesis de ADNen núcleos aislados

fueron ya descriptos en los primeros estudios sobre el tema (52).

Se sabia que el núcleo necesitaba los cuatro deoxiribonucleósidos

trifosfatos (dATÉ, dCTP, dGTPy dTTP) un iniciador de ADNy H¿*+'(53).

La velocidad de sintesis en núcleos aislados era muypequeña compa
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rada con la velocidad in vivo. Este hecho fue atribuido a los efec

tos producidos por los procedimientos de aislamiento.

La cromatina endógena puede actuar comoiniciador y templado

para la polimerasa nuclear (3h). Probst y otros mostraron que sus

preparaciones nucleares sintetizaban ADNcuando se les agregaba loa

cuatro decxinucleósidos trifosfatcs, Ig++ y un exceso de ATPun m

cesidud de iniciador. Pero la mayoría de esos investigadores nota

ron que la sintesis de ADNse incrementa significativamente si se

agrega un iniciador apropiado.

Existe evidencia (35) que la cromatina nuclear puede ser un
factor limitante de la síntesis de ADNin vitro debido a su inefi

ciente capacidad comoiniciador. Burgoyne (36-37) y colaboradores

demostraron usando higado y timo de ratón que existe una endonuclaa

sa que es dependiente del ión 08“} que crea rupturas en el ADNdel

núcleo estimulando la sintesis del ADN.
Lynch (33) y otros mostraron que el tratamiento de núcleos nor

males ccn DNAsapancreática aumenta la síntesis de ADNy este efec

to es parecido al producido por la exonucleasa III sobre cromatina

de esperma (38).

Varios investigadores encontraron que sus preparaciones nuclea

res necesitan ATPpara obtener una maximaactividad de 1a ADNpolic.

merasa, aunque no se conoce todavia el rol del ATP.

Se han hecho muchos estudios para determinar si el proceso de

sintesis de ADNy el producto formado en núcleos aislados se parece

al de la célula entera.
Friedman y lueller (31-39) encontraron que núcleos aislados de
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células BeLa en fase S, aparentemente continúan in vitro la sinte

sis comenzadain vivo. El producto de la reacción in vitro es sen

sible a la DNAsay su densidad y perfil de sedimentación similares

al ADNextraido de núcleos de celulas HeLa.

Kidwell y Mueller (ha) mostraron que el ADNhecho in vitro por

núcleos aislados se sintetiza en forma discontinua, de manera seme

Jante a lo que ocurre in vivo.

Schandle y Taylor (hl) dieron pulsos de timidina marcada e nú

cleos aislados produciendo cortos segmentos de ADNradicactivos que

eran convertidos a unidades mayores por la adición de ATP, segura

mente por la acción de una ligasa.

Otros investigadores llegaron a la conclusión que la sintesis

de ADNan sus fracciones nucleares era una continuación de la repli

cación in vivo y que la habilidad del núcleo para replicar el ADN

in vitro dependía que la celula intacta hubiera estado sintetizando

ADN.

Iagar (ha) y otros investigadores lograron que núcleos aislados

de higado y.timo de ratón replicaran su ADNsin el agregado de ini

ciador exógeno. Luegp estudiaron por medio de análisis quimico la

secuencia del ADNproducido, obteniendo una composición muy similar

a la que observaron al analizar directamente ADNde higado de ratón

obtenido a partir de célula entera. Esto sugirió que la ADNpolino

rasa usa comotemplado para la replicacicn su ADNcelular.

Tambien existe evidencia de reparacion (35) del ADNen núcleos

aislados de higado de ratón.

Estas y otras propiedades del núcleo sugieren que estos funcio
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nan in vitro comolo hacen in vivo. Asi también, núcleos aislados

parecen responder a mecanismosde control celular para la síntesis
de ADN.

Esto fue demostrado por Thompson y Mc Carthy (hj-hh) que encon

traron un factor citoplasmático soluble de células que estan repli
oando activamente su ADNy que es capaz de estimular diez a veinte

veces núcleos de células que no sintetizan ADNin vitro, comoes el

caso de higado de ratón y eritrocitos de pollo. En esos experimentos

no hubo agregado de iniciador exógeno, de tal forma de permitir al

núcleo, en presencia de Ig** y los cuatro deoxinucleósidos tri-fos

fatos, usar 1a cromatina endógena.
Esos resultados son similares a los obtenidos por otros inves

tigadores utilizando núcleos de células HeLasincronizada: y frac

ciones citoplasmáticas de distintas fases del ciclo celular.

Control de la replicación del ADN

Hay evidencias contradictorias sobre el control de la replica

ción del ADNen células eucariotes.

En algunos sistemas la simple presencia o ausencia de ADNpoli

merasa puede ser uno de los factores primarios del control de la
sintesis de ADN.

Cuandose estimula linfocitos con ritohemoaglutinina (h5) pasa

un tiempo antes de que las celulas se dividan. Durante este tiempo

las celulas deben sintetizar la ADNpolimerasa, existiendo una exce

lente correlación entre la velocidad de síntesis del ADNy la can
tidad de polimerasa.
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En otros casos la sintesis de ADNparece independiente del nio

vel de la ADNpolimerasa. Por ejemplo: higado de ratón en regenera

ción. Eh este caso (kB) la replicación del ADNcesa naturalmente

pero el nivel de ADNpolimerasa se mantiene alto.

E1 control de la replicación en embriones de erizo de mar (bó

h?) es también independiente de la sintesis de nueva enzima, per
sistiendo una alta actividad enzimática desde el huevo hasta el eau

tado de blastula. Aqui el control parece involucrar una transferen

cia de la enzima del citOplaama al núcleo, posiblemente por la dis

ponibilidad de nuevos sitios enzimáticos sobre la cromatina nuclear.

ADNpolimerasas de celulas eucariotes

En mamíferos se han aislado varias especies moleculares de ADN

polimerasas de citoplasma, núcleo.y mitocondria, en distintos esta

dos de desarrollo o diferenciación, aunque todavia no se sabe cual

es la enzima responsable de la replicación cromosómica.

Este problema se ha complicado aún mas con el descubrimiento

por Temin y Mizutani en 1970 (h9), de una ADNpolimerasa que es de

pendiente de ARNde virus y que se ha encontrado en células leucé

micas y en algunos tumores (50).

En la mayoria de las células de eucariotes se han encontrado

dos enzimas que se diferencian por sus pesos moleculares, ubicación

celular y otras propiedades y que según 1a nomenclatura estableci

da (51) actualmente se las denomina ADNpolimerasa C>CyADNpolime

rasa También existe otra ADNpolimerasa encontrada en.muchas
células animales conocida por ADNpolimerasa X, a la que anterior
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mente se denominaba R-ADNpolimerssa. Esta enzima cataliza la sinte

sis de poli (dT), usando comotemplado poli (rA). Por último está

la ADNpolimerasa mitocondrial designada: ADNpolimerasa mt.

Proniedades de las ADNpolimerasas

ADNEglimerasa CK

Es la enzima cuya actividad aumenta en células en crecimiento.

Esta enzima, de alto Pl (LI-¿21:105 daltons) y coeficiente de sedi
mentación 5-89, se encuentra predominantemente en el citoplasma sun

que también se encuentra en el núcleo (51). Forma agregados a baja

fuerza iónica, y copia muybien duplex de ADNcon cortes que contie

nen grupos 3'0H libres (52). Es muysensible a los inhibidores de

grupos sulfhidrilos. Tiene un ph óptimo cerca de la neutralidad, cuan

do se usa como iniciador-templado ADNactivado.
Esta enzima es inhibida por altas concentraciones de actinomi

cina D y baja concentración de hem y bromuro de etilo. Tambien es

inhibida por<>Cneomicina,ácido poliuridilico, nitrosoureas, isocia
netos, 5-trifluor-metil-2'deoxiuridina-S'trifosfato, arabinofursno
sil citosina trifosfato y derivados de la rirampicina.

Por los métodos de aislamiento usados hasta ahora, esta enzima

no está asociada a ninguna actividad de nucleasa, ni cataliza inter

cambiosde pirofosfato con los deoxinucleósidos trifosfatos (52-53).

ADNpglimerasafá

Es una enzima de bajo PM(h-Bxlqh daltons) con un coeficiente
de sedimentación de B-hs (51-Sh). Se encuentra en el núcleo y a baja

fuerza iónica puede existir comoagregados. Esta enzima copia eri
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cientemente duplex de ADNcon cortes y a una velocidad menor puede

reproducir la parte de ribohomopolímero de complejos como (A)ndTï3.
Es insensible a inhibidores de grupos sulfhidriloa (56). Tiene

un ph óptimo alcalino cuando se usa ADNactivado camo iniciador-tem

plado.

La enzimapurificada no tiene actividad de nucleasa ni catali

za intercambio de pirofosfato. Y aunque requiere los cuatro deoxi

nucleósidos tri-fosfatos para su máximaactividad, puede'ser signi

ficativamente activa con sólo uno, dos o tres nucleótidos en pre

sencia de ADNactivado como templado.

ADNpolimerasa 8

Representa sólo l-2fl de la actividad total de la ADNpolimera

aa celular y está presente en el núcleo y citoplasma (51-57).

D1 células HeLa se encontró que la polimerasa xtiene dos com

ponentes, I y II. E1 PMde ambos es 110.000 daltons y difieren en

su capacidad para leer varios ribohomOpolímerostales comopoli (I),

poli (C) o poli (U). La forma I (58) copia bien poli (A) y pobre

mente los homopolimeros poli (C), poli (I) o poli (U) mientras que

la forma II cepia bien todos los homopolimeros.

Estas dos formas enzimáticas, eeparables por columnas de hi

roxiapatita, se comportan también eu forma distinta en presencia

de sal o etanol y ninguna do las dos es 'nhibidn por el antisuero

que inhibe la transcriptaaa inversa de virus de tumores de primates

.y ratones. .
Esta última propiedad, Junto al hecho de que esta enzima no co

pia ARN,la diferencia de la ADNpolimerasa ARNdependiente de los
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virus oncogénicos a ARN.

Por otro lado, la ADNpolimerasa 3 se diferencia fácilmente de

las otras ADNpolimerasas dependientes de ADNpor su capacidad en

copiar ribohcmOpolímeroa como (AJndTÏE a mucho mayor velocidad que
el ADNactivado. Requiere grupos sulfhidrilos para su máximaacti
vidad.

ADNgglimerasa mt

Encontrada en las mitocondrias, tiene un peso molecular de al

rededor de 1.5 x 105 daltons (51-59). Las preparaciones de que se

disponen contienen actividad de endonucleasa y son capaces de co

piar ADNduplex a una velocidad significativa, lo cual las diferen

cia de las otras polimerasas celulares.

Fisiología 1 función gg las ADNpglimerssas

ADNpolimerasa e: 1 ADNpolimerasa É

Bellair (60) e Iwamura (61) y también Ove (62-63) y colaborado

res separaron las dos polimerasas de extractos crudos de células de

hígado de ratón por cromatografía, usando filtración por geles. E

llos observaron que ambas enzimas requerían los cuatro deoxiribonu

cleósidos-trifosfatoa y H¿++,pero se diferenciaban en cuanto a su

preferencia por iniciador. Mientras que la ADNpol c<prefería ADN

desnaturalizado de bajo PM, la ADNpol P utilizaba mejor el ADNns

tivo.

Baril (6h965) y otros investigadores encontraron que 1a ADN

pol e'estaba asociada a los fragmentos de membranadel sobrenadante
post-microsomal.
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Chiu y Sung (66-67) describieron dos ADNpolimerasas de cerebro

de ratón en desarrollo similares a las enzimas de hígado de ratón.

Adams(68) y otros trabajando con cultivos de células L de rs

tón, encontraron dos actividades de ADNpolimerasa en la fracción

nuclear. Una de ellas prefiera ADNnativo comoiniciador y se encuen

tra firmemente unida dentro del núcleo. Los PHobtenidos para esta

9n31mfl3°" de 3o5 X 10h. 7 I 10h y l.h x lO5 daltons, lo que sugie

re que se agrega para formar dimercs y tetrámeros.

La otra enzima se encuentra además en el sobrenadante y muestra

mayor actividad con ADNdesnaturalizado. Tiene un PH aproximado de

2.5 x 105 daltons. Esta enzima se encuentra más firmemente unida al

núcleo durante la fase S del ciclo celular, lo que es consistente

con la idea de_una translocacicn de las especies de alto Pl desde

el citoplasma al núcleo en celulas'de mamíferos comoocurre en el
caso de embriones de erizo de mar.

Iicha y Stockdale (69) encontraron dos ADNpolimerasaa en c6

lulas sabrionarias de músculo antes de su diferenciación. Unade es

tas enzimas, la ADNpol P de bajo PI es predominantemente nuclear

y prefiere ADNnativo como iniciador. La ADNpol<3tde alto PM, pro

viene de la fracción citoplasmfitica y prefiere ADNdesnaturalizado
o con cortes.

Ieissbach y colaboradores (56) describieron dos ADNpolimera

sas en núcleo de células humanas en cultivo, una más grande y otra

más pequeña. Ademáshallaron una enzima citcplasmática similar a la

de mayor tamaño encontrada en núcleo.’

Unadistribución enzimática parecida se describió en un culti
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Craig y Keir (71) purificaron y caracterizaron la ADNpolCX.y

ADNpol Gvde células BHKy encontraron que estas enzimas diferian
marcadamente en su ph óptimo, en la inhibición por N-etilmaleimida

y en la capacidad de usar algunos templados sintéticos. Tambiénes

tudiaron la distribución subcelular de estas enzimasy la heteroge
neidad de la ADNpolc>i (72-73).

Lazarus y Kitron (7h) aislaron ADNpolimerasas citoplasmfiticas

de células BHKque tenian un alto peso molecular (entre 1.5 1 105 y

2 x lO5 daltons) y concluyeron que eran formas polimóricas de un mo

nómero de 5.h x 101+daltons, cuyas propiedades eran parecidas (coe

ficiente de sedimentación, especificidad de templado, resistencia
a la inhibición por N-etilmaleimida y heparina)a las de la ADNpoli

merasa nuclear (75-76). ,

Por otro lado, Hecht observó un fenómeno similar con la ADNpo

limernsa citoplasmfitica de testículo de ratón. Él distinguió en es

te tejido tres polimerasas: una nuclear (5-5 s), otra citOplasmáti

ca (6-8 s). a baja fuerza iónica y una mitocondrial (9-10 a). En

contró que la mayoria de la actividad(6-8 s)citoplasmatica era con

vertida por sal a una forma que sedimenta a(3.5 s).a partir de esos

resultados, Hecht postuló la hipótesis de que la enzimanuclear es.

la responsable de la replicación y que la enzimacitoplasmática re
sulta de una modificación de la nuclear. Estos cambios ayudarian a

regular la cantidad de enzima nuclear. Por otro lado el movimiento

de la enzima citOplasmótica al núcleo requeriría la conversión de

1a forma(6-8 s)a la formaCS-S s).
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Sin embargo recientes estudios (55) mostraron que la ADNpoli

merasa Q’es propensa a formar agregados, lo que llevó a dudar seria
mente da las conclusiones alcanzadas por Hecht, Lazarus y Kitron.

Brun (77) y colaboradores purificaron las polimerasas de em!

briones de pollo y encontraron basicamente dos polimerasas: una de

ellas de alto Pl, que es citOplasmÁtica y otra de bajo Pl que se

encuentra tanto en núcleo comocitoplasma. La enzima de bajo Pl se

encuentra en dos formas: la citoplasmatica con un PI de 2.7 x 10h

daltons y 1a nuclear con un Pl de 5 x 10h daltons.

Estas dos formas polimáricas tienen idénticas propiedades cata

liticas y ellos sugieren que esta enzima actuaria reparando el AD].

En cambio la enzima citoplasmfitica de alto PMestaria involucrada

en 1a replicación del ADN.

Estos resultados fueron sugeridos por estudios de especifici

dad usandodistintos iniciadores.
Existen otros estudios donde no ae encuentran necesariamente

esas dos enzimas. Por ejemplo (78), Iomparler y colaboradores obser

varon dos enzimas de alto Pl, aunque no está establecido aún si al

guna de ellas está asociada con el núcleo. Estas enzimas tienen Pl

estimados por gradientes de glicerol de 2 x 105 y 1.5 x 105 daltons.

Cuando se compara las actividades de las polimerasas en celulas

que están en activa replicación se encuentra que fundamentalmente

es 1a ADNpolOCque aumenta o está ya presente en mayores cantida

des.

En higado de ratón (60-61-62-63); Bellair, Iwamura y Ove y co
laboradores obserraron que la ADNpol.06aumentaba su actividad cuan
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do se inducia 1a regeneración del higado por hepacteotomia parcial.

Y también era esta enzima que mostraba mayor actividad en higado

fetal de ratón, mientras que la actividad de la ADNpol P’queda pr‘c
ticamente constante en todos los casos.

Baril (6h) y otros investigadores observaron una situación ai

milar en hígado de ratón en regeneración.

Chang y Bollum (79) usaron gradientes de sacarosa para determi

nar las relaciones entre las dos polimerasas de higado de ratón, du

rante el proceso de regeneración hepática. En este periodo, la acti
vidad de la ADNpolimerasa<3<aumenta, mientras el nivel de la ADN

polimerasa<5 queda casi constante; y éste mismofenómeno fue obser
vado por Chang (80) y colaboradores usando células L de ratfin. Cuan

do a esas celulas se las cultiva hasta la fase estacionaria la sín

tesis de ADNy la divisi8n celular se para y la actividad de la AD!

pol.CÑ-disminuye en forma notable.

Si a las celulas se las estimula diluyóndolas en medio fresco
la sintesis de ADNaumenta nuevamente al igual que la actividad de

la enzima.

Chin y Sung (81) relacionaron las actividades de la ADNpol O<

y la ADNpol P de cerebro de ratón en distintos estados de desarro
llo. Asi en cerebelo de ratón donde la división celular es mas rí

pida despues del nacimiento, la ADNpol CK aumenta del dia 2 al día

6 y luegp decrece a un nivel casi despreciable en el adulto, mien

tras que la actividad de la ADNpol ü 'varia muypoco en ese perio

do. Por otro lado en la corteza cerebral, donde no hay casi divi

sión despues del nacimiento, la actividad de la ADNpol oc es muy
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reducida a los dos días del nacimiento y decrece aún más hasta al
canzar las características del cerebro adulto. La actividad de la

ADNpol P'también decrece en forma continua hasta alcanzar los valoo
rea del cerebro adulto.

Stockdale y otros encontraron que cuando las células muscula

res se unen para formar células diferenciadas, éstas ya no replican

más su ADNnuclear y pierden 90%de la actividad de ADNpolimerasa.

A pesar de ello, esas células mantienen su capacidad de reparar el

nm(8z8m. I
Ieisabach y colaboradores observaron que cuando las celulas

HeLa se dividen logaritmicamente la enzima citoplasmática es la que

tiene mayoractividad.

Craig y Keir (8h) observaron la relación de la ADNpol.OC y

ADNpol P de células BBKen distintos estados fisiológicos y mostra
ron que la actividad de la ADNpol OC en células que crecían exponen

cialmente ea 11.5 veces mayor que en células en reposo. La activi

dad de la ADNpol P , en cambio, es relativamente independiente del
estado fisiológico de laa celulas.

ADNgolimeraaa a

La separación de esta enzima y su diferenciación de las ADN

pol or, y ADNpol (¡J en células HeLa fue deecripta inicialmente por
Fridlender, Ieissbach y colaboradores (57). La ADNpolimerasa x tam

bién se encontró en linfocitos humanos(85), embriones de pollo, hi

gado de ratón, celulas de timo de ternera y en algunos otros teji
dos (86-87).
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La actividad de la ADNpolimerasa 8 en células HeLa sincroniza

das (58), muestra un único aumento Justo antes del comienzo y en

forma paralela a la síntesis del ADN.

Muchos investigadores han sugerido (51) que la ADNpol 8 pue

de estar relacionada a la ADNpolimerasa dependiente de ARNde los

virus oncogónicos a ARN,reflejando de esta forma la presencia de

particulas virales en la célula. Pero este problema aún no se ha di
lucidado.

ADNgglimerasa mt

Las mitocondrias y cloroplnstos parecen existir semiautonoma

mente, es decir que su división y al menosparte de sus funciones

fisiológicas son independientes del control nuclear, debido a que

estos componentes celulares contienen su propio ADN(88). Se aisló

y purificó una ADNpolimerasa de mitocondria de higado de ratón

(89-90) y otra de levadura (91).

También se aisló y purificó una ADNpolimerasa de mitocondrias

de células HeLa (92-95). Fry y Weissbach (59) mostraron que la po

limeraea mt de células HeLadifiere claramente de la ADNpolimera

sa CX; Una caracteristica que la diferencia de las otras ADNpoli

merasas celulares, es su incapacidad para cepiar el oligp-homopolf

mero (dC)n dGlS.
Soriano (9h) encontró una polimerasn en mitocondria de cere

bro de embriones de pollo cuya función no se conoce todavia. Esta

enzima incorpora preferencialmente dGTPen loa polinucleótidos sin

teticos poli(dG).poli(dC) y poli(dG).poli(rC).

En mitocondria de Tetrahimena se encontró y purificó una poli
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merasa cuya función in vivo no se conoce pero que es inducida como

respuesta a ciertos daños producidos en el ADNmitocondrial y que

está presente en grandes cantidades durante los procesos de repara
ción (95).

Finalmente algunos investigadores (95) han discutido la posibi

lidad de que existan en mitocondria de mamíferos dos polimerasss

distintas, aunque esto no se ha verificado aún.

Qtras ADNpolimerasas de eucariotes

Las ADNpolimerasas dependientes de ARNse encontraron en mu

chos virus oncogenicos a ARNy en algunas células infectadas (96-97

98).

En celulas normales la búsqueda de estas enzimas resulta bas

tante dificil, debido a la presencia de la ADNpolimerasa X, ya que

ambas enzimas utilizan eficientemente (dT)12rA comotemplado, si
.bien sólo las transcriptasas inversas puedencopiar eficientemente
ARNnatural.

Otra fuente de confusión puede provenir del hecho de que las

ADNpolimerasas dependientes de ADNpueden usar como iniciadores pe

queños pedazos de ARN.Por ello se hace necesario distinguir entre

la sintesis dependiente de ARNo aquella que usa ARNcomo iniciador.

A pesar de ello existen algunas evidencias (33) de la existencia de

esas actividades en celulas normales, aunque su rol en el metabolis
mo celular no es claro.

Deoxinucleotidil-Transferasa

Después del descubrimiento en celulas de eucariotes de las ADN
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polimerasas de tipo replicativo, que requieren los cuatro deoxinu

cleósidos trifosfatos, Krakow(99) y otros investigadores encontra
ron otro tipo de polimerass en timo de ternera que requiere uno só

lo de los deoxiribonucleósidos trifosfatos para su máximaactividad.

La función de esta enzima aún se desconoce, aunque algunos in

vestigadores 1a hacen responsable de 1a diversidad de anticuerpos.

Esta enzima simplemente polimeriza el deoxinucleótide disponi

ble sobre el grupo 5'03 terminal del ADNde una sola cadena o ADN

nativo.

Yoneda y Bollum (100) purificaron esta enzima y encontraron que

está presente en 1a fracción citoplasmfitica de timo de ternera.

Iang (101) observó esa actividad en la fracción proteica no históni
ca del núcleo.

otros investigadores encontraron actividad de deozinucleotidil
transferasa en núcleo de mucosaintestinal de ratón y en núcleo de

higado de ratón.

lcCaffrey (102) y otros investigadores encontraron esta enzima

en células de pacientes con leucemia linfoblástica aguda infantil.

Otras enzimas 1 proteinas ligadas al
proceso de replicacián en eucarietes

Si bien no se conoce aún cómo es el proceso de replicación en

celulas eucariotes, existen algunos hechos que hacen pensar en un

proceso similar a1 ya descripto para bacterias.

Naqar y Huberman(103), Fbx (10h)'y otros investigadores propu

sieron que similarMente a lo que ocurre en sistemas bacterianas y en
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fagps un pequeño pedazo de ARNestá unido sl ADNnaciente en organis

mos superiores y ademásvarios investigadores (105-106) postularon

la existencia de una ribonucleasa (Ribonucleasa H) que en forms simio

lar a la enzima de E. Coli hidroliza el segmento de ARNde los hi
bridos ARN-ADN.

Estudios hechos por Chang y Bollum (2h) usando las ADNpolino

rasas de timo de ternera y la polimerasa de bajo PI aislada de módu

la de conejo muestran que sólo la polimerasa de alto PH es capaz de

usar ARNpara iniciar la sintesis de ADN.

Tambien se aisló (107) una proteina de timo de ternera que des

dobla la doble hólice del ADNy que estimula la polimerasa de alto

PMen este tejido. Esta proteina si bien no parece ser necesaria pa

ra 1a replicación provee ADNde una sola cadena como templado y se

asemeja muchoa la proteina aislada por Alberts del bacteriórago TLL
esencial para 1a replicación y recombinación genética del ADNdel

fagp. Por último, también se encontró (55) en el núcleo meiótico de

células de Lilium, en el núcleo de espermatocitos y en varios nami

feros incluyendo humanos, una proteina semejante a 1a descripta ya

en E. Goli que se une al ADNde una sola cadena y que estaria invo

lucrada en el desenrollamiento de 1a doble hólice.

Variación de le ADNpolimerasa de ls
célula entera durante el ciclo celular

Littlerield (108) y colaboradores y luego Gold (109) y Hellei

ner mostraron la variación de la actividad de la ADNpolimerasa con

los distintos sucesos del ciclo celular. Ellos usaron células L de
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ratón sincronizadas con S-fluor deoxiuridina y luego agregaron ti

midina para liberar la inhibición. Ambosgrupos notaron que inmedia

tamente despuós del comienzo de la síntesis de ADNnuclear, habia

una pequeña redistribución de la actividad de la polimerasa de la
fracción soluble a una fracción particulada.

Otros grupos (110) describieron la aparición de actividad de
ADNpolimerasa previo a cada aumento de ADNen cólulas de levadura

que se dividian sincronizadamente. Iidieron 1a actividad enzimáti

ca solamente en homogenatos de células enteras y encontraron que si

1a replicación del ADNse retrasaba temporariamente 1a actividad de

1a polimerasa aumentaba y quedaba sin cambiar hasta tanto el ADNfue
ra sintetizado.

Howell y Hecht (111) usaron microaporas de Lilium sincronizadaa

naturalmente y examinaron la actividad de la ADNpolimerasa y la po

linucleótido ligasa en 1a fracción soluble preparada de células en
teras en distintos estados del desarrollo. La actividad de la ADN

polimerasa era alta durante la fracción S del ciclo aunque sin una

asociación estricta con 1a replicación del ADN.La actividad de 1a

ligasa sin embargofluctuaba en forma directa con el periodo 8, au.

giriendo que el nivel de actividad de esta enzima podia estar invo

lucrada de alguna forma con la replicación del ADN.

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

cronización por bloqueo fisiológico de 1a sintesis de ADNaduciendo

que esas células están sujetas a un crecimiento no balanceado al li

berarlas del bloqueo, pudiendo provocar muchasalteraciones celula

res que deben tenerse en consideración al interpretar los resultados.
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Para evitar esta situación se usó un mótodode sincronización

mecánica (35), eligiendo directamente células en mitosis.

Sus resultados (33) indicaron que la actividad de la ADNpoli

merasa en las fracciones particuladas y solubles eran mayores duran

te 1a fase S del ciclo mientras que la actividad de la DNAssperma
necía constante durante todo el ciclo.

La información obtenida por los grupos que usaron este mótodo

de sincronización mecánica no es clara ya que con esta forma de se

lección ss obtiene sólo sincronización parcial. Esto ss debido a

que cambios rápidos o pequeños durante el ciclo celular no se mani
fiestan claramente.

Por último existen también algunos estudios en Chlorella (11h)

y Tetrahymena (33) que muestran un aumento continuo en la actividad

de la ADNpolimerasa durante varios ciclos celulares concluyendo
que la replicación del ADNen esos organismos no es regulada por 1a

cantidad de enzima en la celula.

variación de la ADNEolimerasa nuclear durante el ciclo celular

Existen pocos estudios relativos a núcleos aislados de celulas
sincronizadas en donde se determine la cantidad de ADNpolimerasa a

sociada a las diferentes fases del ciclo celular. Esto es debido prin

cipalmente al hecho de ser muydificil la obtención de células sino.

oronizadaa, comopara aislar núcleos en cantidades suficientes que

permitan ensayar esas enzimas.

Brewer y Busch (115) encontraron hn pequeño aumento en la actio

vidad de la ADNpólimerasa en núcleos aislados de cólulas en fase S.
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Cuando se le agregaban conjuntamente un iniciador y espermina

este aumento era muchomayor. No se sabe el efecto que tiene la es

permina sobre el núcleo, pero ellos sugieren que esta sustancia po

dria liberar o activar la ADNpolimeraaa, qie luegp usaría el ini

ciador para la síntesis. Estos resultados dan argumentosen contra

a la hipótesis de que la cantidad de enzima en el núcleo es el fac

tor que controla la iniciación de la replicación del ADN.El proce

so de aislamiento podría ser el responsable de la inactivación de

la enzima y la espermina podría actuar quizás reactivando la ADNpo
limerasa.

Heoht (116) examinó la actividad de la ADNpolimerasa durante

el ciclo meiótico naturalmente sincrónico de la microespora de Lilium

y observó un aumento marcado en la actividad de la polimerasa uni

da al precipitado obtenido por centrifugación a alta velocidad, en

la profase meiótica.
Contrariamente no habia variación de la actividad de la polime

rasa del sobrenadante, durante el ciclo celular meiótico.

Esos experimentos sugieren (55) una correlación entre las fases

del ciclo celular ya sea mitótico o meiótico y el nivel de ADNpoli

merasa nuclear o asociada al núcleo.

Otros investigadores (117) sincroniZaron células HeLabloquean?

do la sintesis de ADNcon ametopterinn y mostraron que al liberarlas

del inhibidor, la actividad de la polimerasa en núcleo aumentabaa

medida que las células comenzabana sintetizar el ADN,y luego dis

minuia a medida que la mayoría de las células habian sufrido ya mi

tosis y no replicaban su ADN.
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Friedman(118) extendió estos estudios para incluir la activi

dad de las polimerasas nuclear y citoplasmática durante todo el ci

clo. Nuevamente usó células HeLa sinoronizadas y mostró que mien

tras la actividad de la polimerasa nuclear, usando ADNdesnaturali

zado comoiniciador, llegaba a un máximodurante la fase S del ciclo,

la cit0p1asmática permanecía constante prácticamente durante todo
el ciclo.

I Fansler y Loeb (hó-h?) han estudiado la relación entre la ADN

polimerasa y la replicación en núcleos de embriones de erizo de mar,

teniendo en cuenta 1a ventaja de su sincronización después de la
fertilización. Los núcleos fueron aislados de embriones en distin

tas fases del ciclo de división, usando tres ciclos celulares (2-16
células). Los resultados obtenidos indican que la actividad de la

polimerasa en núcleos aislados de células durante la fase S era cin

co a diez veces mayor que en fracciones similares aisladas de em

briones en los períodos Ga y mitótico. A medida que la sintesis ds
ADNse cOmpletaba la actividad de la ADNpolimerasa caia a un nivel

algo mayor que antes de comenzar la fase 3. La disminución de acti

vidad de la enzima a medida que el periodo S se completa no parece

ser resultado de un inhibidor que actúa sobre la polimerasa, aunque

no se ha hecho un estudio exhaustivo sobre el tema.

Debido a que la actividad de la polimerasa del embrión entero

se mantiene constante durante todo el ciclo celular, Pansler y Loeb

concluyeron que 1a disminución de la actividad enzimática en núcleo

es debida a una translocación de la polimerasa hacia el citOplasma.
Una cantidad residual de enzima queda asociada con el cromosoma
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durante la mitosia y se acumula en el núcleo con cada division ce

lular. La translocación se repite con cada ciclo.

Craig, Costello y Keir (73) estudiaron la distribución de las

polimerasas de extractos de células BHKen las fases Go y 8 del ci
clo celular. Ellos encontraron dos polimerasas, una nuclear y otra

citoplasmática, y observaron que existe un cierto grado de asocia

ción entre la enzima citoplasmatica y el núcleo y que esta asocia
ción está relacionada directamente con la velocidad de sintesis de

ADNen vivo, siendo máxima en el pico de la fase S y luego decre

ciendo con la disminución de la sintesis de ADN.

Por otra parte la cantidad de la enzima nuclear no cambia du

rante el ciclo. Finalmente a medida que la velocidad de síntesis de

ADNdecrece hacia el final de la fase S, el total de actividad de

la ADNpolimerasa en citoplasma alcanza un maximo sólo despues que

la actividad nuclear ha comenzadoa decrecer.

Reglicación del ADNen linfocitos

Los linfocitos son un excelente sistema celular para investigar

la replicación del ADN,ya que ofrecen la posibilidad de estudiar

una célula que se puede obtener en distintos estados con respecto a

la duplicación del ADN.

Aislados de sangre periférica normal están en estado de reposo.

Algunas de estas celulas pueden sobrevivir en el cuerpo durante va

rios años sin dividirse y todavia retienen la capacidad de prolife

rar cuando se las expone a ciertos estímulos antigánicost Cuandoa
esas células se las cultiva in vitro el estado de reposo continúa.
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La sintesis de proteinas,ARN y ADNes minima y por eso dificil de
medir.

Sin embargp, esas células pueden activarse exponióndolas en un

cultivo a un grupo de sustancias conocidas comomitógenos (119). La

estimulación lleva a una secuencia de cambios moleculares (120) que

culminan con 1a replicación del ADN,la división celular y ciertas

modificaciones morfológicas. Esos cambios se conocen comoblastogó

nesis y ese sistema puede usarse para estudiar la transición de un

estado de reposo a un estado de activa replicación.

En la estimulación de los linfocitos, uno de los incrementos

mayores en la actividad enzimática corresponde a la ADNpolimerass.

Este aumento es de 50 a 200 veces respecto a células no estimnlsdas

(121) y ello permite estudios mñs detallados de los sucesos que lle

van a la inducción de esta enzima,

Linfocitos T 1 B

En los últimos años se han acumulado un gran número de eviden

cias que prueban la heterogeneidad de los linfocitos (122). Estos

resultados sugieren la existencia de dos tipos de subpoblaciones:

células T y B.

Los linfocitos T provienen del timo en todos los vertebrados

y son responsables, desde el punto de vista inmunológico, de la res

puesta a nivel celular: hipersensibilidad retardada y rechazo de in

Jertos.
Por otro lado, los linfocitos B'derivan en los pájaros de la

bolsa de Fabricius y en mamíferos se cree que provienen de un órgano
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similar. Su función primaria es la de producir anticuerpos.

A pesar de que las células T'no segregan anticuerpos, se sabe

ahora que Juegan un rol importante ayudando (123) en este proceso a

las células B, aunque esta colaboración no es siempre esencial (12h).

Ambostipos de células tienen la capacidad de reconocer antíge

nos y en este fenómenoparticipan moléculas receptoras del tipo de
las inmunoglobulinassobre la superficie de los linfocitos.

Si bien las células B y T son heterogéneas, las células T tie

nen en promedio un tiempo de generación mayor, son un poco más gran

des, mas densas, menos adherentes a varios materiales (comovidrio,

plastico, nylon) y están cargadas mas negativamente que las celulas B.

Por los metodos usados generalmente en los laboratorios, para

aislar linfocitos se obtienen predominantementecélulas T, con algu

nas B, macrófagos y un número peqnefio de otras contaminantes. Apa
rentemente la transformación de los linfocitos requiere la interac

ción conjunta de varias de esas subpoblaciones.

Agentes estimulantes

Los linfocitos humanospueden ser estimulados por un gran núme

ro de moléculas. Aquellos que se conocen comomitógenos no especifi

cos estimulan los linfocitos sin una exposición previa y aparentemen
te no necesitan eSpecificidad inmunológica. Entre los mitógenos de

este tipo, los más potentes son los extractos de semillas pertene

cientes a la familia de las Leguminosae, comola fitohemoaglutinina

(PEA) (125), la concanavalina A(Con-A) (126) y los pokeweed (PIM)

(127).

eritrocitos permitió purificar un glicopéptido que parece ser parte

del sitio receptor al que se une la PHR.Este glicopeptido tiene un
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Experimentos hechos por Agarwal, Blumherg y Loeb indican que

si bien la estimulación provocada por extractos crudos de distintas

semillas varia mucho, los cambios observados parecen ser similares

y proporcionales al número de células que responden. Aparentemente

los mitógenos actúan sólo comodesencadenantes para iniciar uns se

rie de sucesos que llevarían a la división celular.

Entre los mitógenos no especificos también están ciertos catio

nes divalentes, productos (128) bacterianos, anticuerpos (129-130) y
enzimasproteoliticas.

Los linfocitos pueden ser estimulados especificamente por anti

genos a los cuales esas celulas fueron previamente sensibilizadas
in vivo.

Iitógenos no sapecíficos
O

Fitohemoaglutinina

La fitcnemoagiutinina es el mitógeno mas utilizado para estu

diar la transformación de linfocitos. Es una glicOproteina muypu

rificada (131) con un peso molecular de 138.000.

Tanto la actividad aglutinante de glóbulos rojos comola acti

vidad mitogénica han sido separadas parcialmente durante su purifi

cación y se han hecho estudios que sugieren que esas actividades

residen en diferentes subunidades (132) de la molécula.

La capacidad de la fitohemcaglutinina de unirse a membranasde

eritrocitos permitió purificar un glicopáptido que parece ser parte

del sitio receptor al que se une la PEA.Este glicopeptido tiene un

peso molecular de 2.000 y al unirse a la PHAle impide actuar como
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mitógeno sobre los linfocitos. Este hecho sugiere que esta molecula

o alguna similar sirve de unión entre los linfocitos y la PHA.

Concanavalina A

Este mitógeno es una metaleproteíns que no tiene la parte de

hidrato de carbono (155-13h). Esto muestra que el grupo carbohidrato

no es un requerimiento absoluto para la estimulación de los linfoci

tos y que los mitógenos no son necesariamente glicoproteinas.
La Con-Atiene unida una molécula de ln++. Este catión, Junto

¿*+, están presentes en una serie de mitógenos extraídos de secon C

millas. Experimentos hechos con quelantes indican que estos mitóge

nos requieren cationes fuertemente unidos para su actividad (135).

La estimulación de los linfocitos por Con-Apuede revertirse

por azúcares con residuos Dumanosil o D-glucosil (13h). En cambio,

1a estimulación por PHAse inhibe por residuos N-acetil-D-galactosa
mina.

Enzimss 1 moléculas pegueñas

Hay otro grupo de sustancias que actúan en grado menor, estimu

lando los linfocitos.

Estas son enzimas proteoliticas, cationes divalentes comoel

Zn'H', el Hg" y el periodato de sodio.

Las enzimas proteoliticas alteran la membranacelular y parecen

tener un rol en los primeros sucesos de la estimulación (136).

El periodato aparentemente provoca cambios químicos en grupos

de azúcares de la membranacelular (137). El mercurio actúa sobre

los grupos sulfhidrilo de muchasproteínas y el zinc es un metal que
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se une fuertemente a enzimas y proteínas. Estos cationes provocan

sólo una pequeña estimulacion en concentraciones que no sean táxicas
para las células.

Antigenos

Los linfocitos de sangre periférica humanapueden estimularse

en cultivo por antígenos a los que hayan sido expuestos anteriormen

te in vivo, por ejemplo: la tuberculina y la toxina del tátano. Pero
los antígenos sólo estimulan un pequeño porcentaje de las células
en una población.

Aunquelos mitógenos y los antígenos parecen activar a los lin

focitos por mecanismosdistintos, la mayoría de los estudios indican
que una vez que estas células son activadas los cambios moleculares

que sufren son muy semejantes, independientemente de 1a forma que se

usó para esa activación.

912m1 63:22 9-9.221 9.1.9.3-L9.i_}’9_11¿9.82212

Existe poca duda ahora que la reacción inicial de los linfoci

tos con los mdtógenos tiene lugar a través de receptores de la super

ficie celular. En 1972 Greaves y Bauminger (158) mostraron que cuan

do los mitógenos se unían covalentemente a particulas de sefarosa,

eran igualmente capaces de estimular los linfocitos de ratón. De es;

ta forma demostraron que estos agentes no necesitan entrar en la oe

lula para provocar la estimulación. En esos experimentos se vió que

el complejo de sefarosa-PHA estimulaba células T y B, mientras que

1a PEAsoluble estimulaba sólo las células T.

El concepto de que los mitógenos no entran a 1a célula esta
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apoyado por otros experimentos en que se estimulan células B con

Con-Aunida químicamente a placas de Petri (139) o unidas a partí

culas de acrílico (lhO).

Muchos de los sucesos que ocurren inmediatamente después de la

estimulación de los linfocitos son cambios en el metabolismo nuclear

y es dificil visualizar comoalteraciones de la membranacelular pro

ducen cambios dentro del núcleo. Existen diversas teorías al respecto.
Hirschhorn (lhl) y otros observaron que la estimulación de los lin

focitoa produce la liberación intracelular de enzimasde lisosomaa

y postularon que estas enzimas podrían migrar al núcleo para iniciar

1a activación de los genes. otros investigadores (119) encontraron

que inmediatamente después de la estimulacion con PEAhay un aumento

del AIP cíclico y propusieron que este metabolito actuaria comomen

sajero intracelular. Quastel y Kaplan (119) observaron que la esti

mulsción por PHAprovoca un aumento en el transporte del K+; aug1

riendo que este cambiopodría afectar la estructura de las nucleo

proteinas.

Cambiosmoleculares asociados a la activación de los linfocitos

Los linfocitos humanosde sangre periférica son esencialmente

células en reposo con un núcleo que se tiñe denssmente y casi sin

citoplasma. La cromatina está en estado condensado, se pueden ver

sólo unos pocos poliaomns en el citoplasma. Cuando a esas celulas

se las estimula, aumentan de tamaño, su cromatina se vuelve menos

condensada, el nucleolo se hace más visible al microscopio y aumen
ta la cantidad de citoplasma debido al gran desarrollo de reticulo
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endoplasmático. A las treinta y seis horas de agregado el mitógeno

algunos de los linfocitos exhiben cambios mitóticos y comienzan a
dividirse.

Usando comomitógeno PHAlas células sufren dos o tres divisio

nes consecutivas y luego generalmente revierten a células en reposo.
Aparentemente estas células pueden volverse a dividir si se las ea

timula nuevamente (1h2).

Varios investigadores han estudiado los cambios moleculares

asociados a la estimulación por PHA.

Inmediatamente despues del agregado de PEA, hay un aumento en

la incorporación de uridina en el ARN,seguido por un aumento de in

corporación de leucina en proteína y después de veinticuatro horas

de estimulación algunas celulas comienzan a replicar el ADN(119),

comose evidencia por la incorporación de timidina que alcanza a un
maximoen tres a cuatro días.

Una secuencia de sucesos similares ocurren cuando se inicia la

síntesis de ADNen otros sistemas, comocélulas de hígado estimula
das por hepatectomía parcial o glándulas salivares estimuladas por

isoproterinol (lha). En todos estos casos en que se inicia 1a sinte

sis de ADNen células que estaban en reposo, ocurre una secuencia

similar de cambios moleculares.

Loeb divide arbitrariamente los cambios que ocurren durante la

transformación de linfocitos en cuatro periodos (119), y usa el co

mienzo de la síntesis de ADNcomoreferencia entre emperimentos de

distintos laboratorios en los que las'condiciones de los cultivos
son diferentes.
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Dentro de los sucesos que ocurren a las dos horas despues de

la estimulación se encuentran: alteraciones en la estructura y funo
ción de la membranay cambios en el metabolismo nuclear. En rela

ción a la membrana, los cambios incluyen un marcado aumento en 1a

incorporación de un gran número de cationes y pequeñas moléculas.

Aparentemente muchos de esos cambios no requieren la síntesis de

nuevas proteínas y se deben sólo a modificaciones estructurales de
la membranacelular.

Las transformaciones que ocurren en el núcleo parecen deberse

a cambios en las proteínas estructurales y regulatorias del crono
soma.

Los sucesos que ocurren entre las 2 y 1h horas despues de la

estimulación se centran en los aumentos de 1a síntesis de ARNy en

el montaje de los ribosomaspara sintetizar las proteínas.
Los cambios tardios que tienen lugar entre las 15 y 72 horas

después de la estimulación están focalizados en la síntesis de

ADN(hS) y en el aumento de la actividad de las enzimas asociadas

a esta replicación.
Entre 70 y 80 horas despues de agregada la PHAla incorpora

ción de timidina es maximay luegp disminuye hasta que cesa la sín

tesis de ADNa los 5 ó 6 días despues de la estimulacián.

Interacción de 1a PHAcon el núcleo

Rubin (lhh) y otros investigadores estudiaron in vitro la in
teracción de 1a PHAcon núcleo aisladó de linfocitos y encontraron

que este mitógeno puede estimular núcleos aislados obtenidos de
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linfocitos en reposo. Así la sintesis de ARN(medida por la incorpo
ración de ribonucleósidoa tri-fosfatos) se incrementa dos veces. Por

otro lado la velocidad de incorporación de los ribonucleósidoa tri

foafatoa en núcleos obtenidos de células estimuladaa por PEAes tam

bién dos veces mayor que la obtenida de núcleos de células sin eati

mular, lo cual sugiere una similitud entre los efectos provocados

por la PHAen núcleos aislados con reapecto a celulas intactas.

Los núcleos tratados directamente con PHAson también capaces

de unir aotinomicina D en forma más efectiva que núcleos no tratados,

lo cual lleva a pensar que la PHAcausa un desenmascaraniento de laa

regiones de ADNpara la transcripción (119).

La acetilación de hietonaa ea también mayor en núcleos tratados

con PHA,siendo este un proceso similar al que ocurre durante la

transformación de loa linfocitos (lh5)v De todas formas, la estimu

lación directa de le síntesis de ARNen núcleos aialndoa por PHAno

indica necesariamente que el aitio de acción de este mitógeno sea

el mismo que in vivo.

Reglicación de ADNen linfocitos

Se considera que los linfocitos humanosde sangre periférica'

normal están bloqueados en la fase Gl del ciclo celular, periodo en.

el cual no hay división.

Esto se hace evidente por:

a) Medidas citoeapectrofotomótricas que indican que los linfo

citos periféricos tienen un cohplementodiploide (gn) de
ADN(1h6).'
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b) Estudios citológicos que indican que la incorporación de ti

midina comienza entre las 16 y 20 horas después de la esti

mulación por PHAy siempre precede a la mitosis.

Vc La acumulación de células estimuladas en el punto 61/8 del

ciclo celular despues del agregado de inhibidores de la sin
tesis de ADN.De esta forma los linfocitos humanos deben re

plicar su ADNantes de la división celular y esta replicación

se correlaciona en el tiempo con el aumento en la incorpora

ción de timidina y la actividad de la polimerasa durante la

transformación de los linfocitos (lh7-h5).

Experimentos hechos con inhibidores de la sintesis de ARNmues

tran que ésta es necesaria para la inducción de ADNpolimsrasa en

linfocitos estimulados por PEA.Asi si se agrega pequeñas cantidades

de sctinomicina D (0.02 Pgr/ml) (lhB) a las seis horas despues de la
estimulación se observa un bloqueo en el aumento de la actividad de

la ADNpolimerasa y esto no sucede si el agregado se hace entre las

1h y 72 horas después de la estimulación.
Por otro lado también existe evidencia de la necesidad de una

concomitante síntesis proteica para la inducción de las ADNpolino

rasas.

El agregado de puromicina (lh9) o cicloheximida en cualquier

momentodespués de la estimulación y en cantidades suficientes como

para prevenir el 90% de la sintesis de proteina provocada por la

PHAimpide tambien el aumento de la actividad de 1a polimerasa.

Se puede argumentar que la poliderasa no es sintetizada pero

que esta presente en los linfocitos no estimulados y lo que ocurra
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durante la transformación de éstos es 1a insctivación de un inhibi

dor de la polimerasa.

Asi la sintesis de ARNy proteina seria requerida para inacti
var el inhibidor. Loeb (121-150) y otros investigadores mostraron

que esto no es lo que ocurre en experimentos hechos mezclando ex

tractos de celulas estimuladas y sin estimular.

Estimulación por PEAcomparada con 1a estimulación por antígenos

Este problema no se ha resuelto todavía aunque se han hecho va

rios estudios para investigar la similitud entre la replicación de
linfocitos estimulados con PHAy aquellos estimulados por antígenos.

Lanotte y Panijel (151-152) usaron gradientes de Cle para estudiar

la replicación de células estimuladas con PHAen presencia de broma

uracilo. El nuevo ADNsintetizado era un hibrido con una cadena pa

rental liviana y una pesada conteniendo bromo-uracilo. Por otro lado

estimulando las células por medio de antígenos con los que se las

habia sensibilizado anteriormente se observaban dos especies de ADN.

Se postuló que una de ellas era propia de 1a estimulacián antigfinica

y contenía genes relacionados a 1a formación de anticuerpos. Por

otro lado Gottlieb (153) y otros investigadores encontraron que tan

to la estimulación por PHAcomo1a antigénica dan una distribución.
bimodal del ADN.

Relación entre 1a activiüd de 1a ADN

polimerasa lila replicación del ADN

Loeb y Agarwhl (h5) desarrollaron un método que permite medir

en la mismamuestra la capacidad de los linfocitos para incorporar
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timidina y la actividad de la ADNpolimerasa. La velocidad de sínte

sis de ADNse mide exponiendo los linfocitos estimuladoa a timidina

tritiada por una hora. Luegp, después de lavar las células por cen

trifugación con timidina no marcada se rompenlos linfocitos por con

gelamiento y descongelamiento y se determina la actividad de la poli

merasa usando timidina tr1f08f8t0'(CK.P32) comosustrato. Observaron

que la composición del ADNsintetizado es similar a la del ADNque

usaron como templado. También encontraron que excepto por un pequeño

incremento de la actividad de la polimerasa Justo antes del comienzo

de 1a sintesis de ADN,la actividad de la enzima se correlaciona exac

tamente con la velocidad de incorporación de timidina. Loco y Agarval
sugieren de estos resultados que esta polimerasa está directamente

relacionada con la replicación cromosomaldel ADN.

Relación entre la replicación de ADNen

célula entera 1 núcleo aislado

Fridlender, Medranoy Iordoh (15h) compararon la capacidad de

sintetizar ADNde linfocitos en reposo y estimulados por PHAusando

células enteras, núcleos aislados y extractos celulares. Tambienob

servaron la actividad de la ADNpolimerasa en células estimuladaa

y sin estimular.
Utilizando comoprecursor de la sintesis de ADN(SB)TTP encon

traron que tanto los núcleos aislados de linfocitos estimulados como

sin estimular incorporaban igualmente bien TTP. Pero esto no ocurría

cuandousaban células enteras; en ese caso sólo los linfocitos esti

mulados podian replicar el ADN.La sintesis de ADNen célula entera
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3se seguia por la incorporación de ( H)dT. Se encontró también que
tanto las células estimuladas comolas sin estimular contienen ADN

polimerasas, aunque la actividad de 1a enzima es mayor en los lin

focitos estimulados. .
Para explicar todos estos hechos se sugirió que los linfocitos

no estimulados son incapaces de usar dT comoprecursor de ADNal ni

vel de célula entera, en cambio poseen la maquinaria enzimática ne

cesaria a nivel de núcleo aislado para usar los deoxiribonucleósi

dos trifosfatos comoprecursores.

Sus resultados muestran efectivamente que las celulas estimula

das por PHAtienen un reservorio de dT mayor que las células no es

timuladas. Por otro lado se observó que el transporte de P32 no

cambia con la estimulación por PHA.

Concluyendo,la disponibilidad de precursores debe constituir
un paso importante en la regulación de la síntesis de ADNen linfo
citas.“

ADNpolimerasas de linfocitos humanos

Hasta ahora no se han hecho muchos estudios sobre las ADNpoli

merasas de linfocitos humanos.

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

sensible a la ribonucleasa y que no se encuentra en linfocitos sin

estimular. Esta enzima tiene las propiedades de las ADNpolimerasas

dependientes de ADN:prefiere ADNcomo templado iniciador respecto

a los híbridos sintéticos ARN/ADN.Ademásesta enzima no transcribe
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las regiones heteropolimáricas de los ARNexógenos naturales de una

sola cadena, lo que 1a distingue de la transcriptasa inversa encon
trada en virus oncogénicos a ARNy en células humanas leucemicas.

Smith y Gallo (156) separaron y purificaron dos polimerasas de

homogenatos de células enteras de linfocitos humanosestimulados con

fitohemoaglutinina que coinciden con la ADNpol 0€ y ADNpol<} en
contrada y caracterizada en otras células de msmiferos.

Los pesos moleculares de estas enzimas se estudiaron por medio

de gradientes de sacarosa y por cromatografía por columnas de Sephadex
0200, y son de 150.000 para la ADNpol o< y 30.000 para la ADNpol

Se encontró también que tanto la ADNpol<3< como la ADNpol G’tenían
una pequeña actividad de exonucleasa en ausencia de los deoxinucloó

sidos trifosfatos y que 1a ADNpol 0€ contenía actividad de endonu

cleasa. .

El orden en que eluyen las ADNpol 0C y la ADNpol F de colum

nas de fosfocelulosa sugiere que la ADNpol e es mis bisica que la
ADNpol'Oú. La ADNpol CX.es inhibida por 0.5 I N-etilmaleimida,

mientras que esta concentración no afecta a la ADNpol

E1 ph ¿puma de las ADNpoloc y ADNpol P es de 7.3 y 7.9 rss
pectivamente usando ADNactivado como templado.

Tanto la ADNpololc como la ADNpol e prefieren como templado

iniciador (dA)ndTlo con respecto a (A)ndT12_18en presencia de Iá*‘.
Cuando el Ig+* se sustituye por un **' sin embargo aumenta la sínte

518 con (MadT12_18. Esto no ocurre con las ADNpolimerasas dependien

tes de ARNque prefieren (A)nd'r12_18aún en presencia de Mi”. Ader

ni la ADNpolOC ni la ADNpol G pueden usar (C)nd012 como templa

do en presencia ds Ng‘” a diferencia de lo que ocurre con las ADN
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polimerasas virales dependientes de ARN.

Lewis, Abrell, Smith y Gallo (157) aislaron también la ADNpon

merasa 8 de linfocitos humanosen cultivo. Encontraron que por los

métodos utilizados hasta ese momentopara separar las ADNpolimera

sas de linfocitos humanos, la ADNpol K'quedaba mezclada con la ADN

pol O(. Para poder separar las dos enzimas fue necesario después de

1a cromatografía por DEAEy fosfocelulosa, hacer una cromatografía en

columnas de ADNcelulosa.

La ADNpol X podía diferenciarse de la ADNpolCXC en que, a pe

sar de usar ADNactivado en presencia de u¿** la enzima era mas ac

tiva con (dT)12_18 (A)n y Mn+*.
Por otro lado podia diferenciarse de la transcriptasa inversa

de células leucémicas en cuanto no podían transcribir las regiones

heteropolimáricas del ARNde los virus oncogánicoa a ARN,ni usar

como iniciador templado (dG)12_18 (C)n.
Tyrated, MunchPetersen y Cloos (150) estudiaron los requerimien

tos y condiciones óptimas para la actividad de la ADNpolimerasa en

extractos crudos de linfocitos sin estimular y estimuladoa con PEA.

Se encontró que existían diferencias entre esas enzimas en cuanto a

la estabilidad térmica y al efecto inhibitorio del Clk y del p-cloro

mercuribenzoato. Observaron también que usando ADNde timo de terne

ra comotemplado y linfocitos sin estimular, en ausencia de dATP,

dCTP, y dGTPdisminuia la incorporac16n_de15fi)dTTP del producto ácido

insoluble en 25% an5ofi con respecto a1 obtenido en presencia de

los cuatro deoxinucleósidos trifosfatos. Pero esta disminución era

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

El descubrimiento de las ADNpolimerasas ARNdependientes de

virus oncogénicos a ARNy su relación con el cáncer (96-97-98) trajo

como consecuencia que muchos investigadores comenzaran una búsqueda

de las ADNpolimerasas de células normales comopaso previo a enten

der el posible efecto de una infección viral sobre el contenido de

las polimerssas celulares.
Existe una gran cantidad de información tanto en células de

precariotes comode eucariotes sobre las enzimas capaces de catali

zar la sintesis de ADN.Sin embargp la prueba unívoca de que una ADN

polimerasa dada es responsable de una determinada función en células

de eucariotes depende, comoocurre con las enzimas bacterianas, de

evidencias genéticas.

En organismos superiores no se conocen todavía mutantes de re

plicación de ADN,de ahi que sea necesario un sistema que permita

estudiar las distintas enzimasy correlacionar las actividades bio

químicas con las funciones celulares.

Los linfocitos humanosde sangre periférica son un buen sistema.

Son células bien diferenciadas que rara vez se dividen in vivo y que

pueden tener una vida media larga. En cultivo este estado continúa,

a menos que se los estimule por la adición de PHA(125), o por una
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variedad de otros sustratos (126-128-129) incluyendo estímulos inmu

nológicos apropiados. Estas sustancias provocan cambios en los lin

focitos transformándclos en celulas metabólicamente activas, conoci
das comoblastos. Se sabe ya que los linfocitos estimulados por PEA

sufren durante la transformacion un aumentobastante grande de la

actividad de ADNpolimerasa (hS), lo que hace que este sistema sea

muy conveniente para el estudio de la replicación del ADN.

Fridlender, ledrano y Iordoh (15h) observaron que si bien los

linfocitos estimulados incrementan la replicacion del ADNrespecto

a los linfocitos no estimulados, los núcleos aislados de ambascelu

las incorporan igualmente bien los deoxinucleósidos trifosfatos.
Estos resultados crearon grandes dudas sobre la significacián

del aumento de actividad de ADNpolimerasa en la celula entera. Esto

podría deberse a un aumento en la actividad de un único tipo de ADN

polimerasa o a la produccion de nuevas especies anzimfiticas.

En el ceso de los linfocitos humanosse han descripto tres AD!

polimerasas ADNdependientes. Sin embargosu distribución celular

en las células estimuladas, así comosu presencia y caracteristicas
en los linfocitos normales no estimulados no se conoce todavía.

El presente trabajo de tesis comprendeel aislamiento, purifi-.

cación y el estudio de las propiedades de las ADNpolimerasas de

citoplasma y núcleo de linfocitos sin estimular y estimulados por PEA.
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MATERIALES y MÉTODOS

Preparación de linfocitos

Se mezclaron 500 ml de sangre fresca normal heparinizeda (10 U/ml)

con 30 m1 de Dextrano T500 10% (disuelto previamente en ClNa 0.9%) y

se dejó sedimentar por gravedad durante 90 minutos. En plasma sobre

nadante se pasó a través de una columna estéril de fibras de nylon

(Hilanderia Chilavert, Argentina) previamente lavada con 250 ml de

bufer fosfato salino PES (ClNa 150mm,01K 2.6mh, Pohanz Emi, reunen

l.hmM, 0126a anhidro 0.9mu, Clzlg 6 H20 o.umm). Despues de 30 minutos
a 37°<2 el eluido se recogió y centrifugó a 100g por 50 minutos. E1

sobrenadante se pasó nuevamente a través de una columna y se volvió a

centrifugar. Los precipitados se lavaron una vez con 20 ml de PES, se

resuspendieron en el mismo volumen de PBS y 10 ml de la solución se

sembraron sobre 10 ml de un gradiente de Ficoll (5 ml de Picoll 12%,

5 ml de Isopaque 50%y 2xn1 de PES). los gradientes se centrifugaron

en el rotor HB-h de Sorvall por 10 minutos a hBOg. La interfase se

separó y diluyó con PBS. Se centrifugó a 2.000g por 10 minutos. E1

precipitado se resuspendió a una concentración de 11:106 células/m1

en Eagle's Minimal Essential Medium, que contenía 20fi de suero bovino

fetal, Hepes (N-2 hidroxietilpiperazina N'2 ácido etenosulfónico)
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20ml (ph 7.2), glutamina 1mm,penicilina 100 U/ml y estreptomicina

lOO‘rg/ml. Cuandose preparaban linfocitos estimulados se agregaba
al cultivo 0.15 ml de fitohemoaglutinina (PHA,Difco reconstituída

en 5 ml de H20bidestilada) por cada 100 ml de cultivo. Los cultivos
se incubaron a 37° C por 72 horas.

Recuento de linfocitos

Al precipitado de 2.0003 obtenido comose explica más arriba se

lo disolvió en 20 ml de PES. Se toma una alícuota y se la diluye 1/20

con líquido de Turk (ácido acético-violeta de genciana). Se hace el

contaje en una cámara cuenta glóbulos.

Preparación de extractos citoplasmfiticos 1 nucleares

sin estimular 1 estimulados con PHA

Se Juntaron aproximadamente600 x lO6 linfocitos-sin estimular

o estimulados con PHA. Se resuspendieron en 2.5 ml de TED(bufer Tris

50ml ph 7.8, EDTAlml, ditiotreitol lmM). Despues de dejarlos en hie

lo 15 minutos, la suspensión se homogeneizó ho veces en un homogenei

zador Dounce, se agregó glicerol (concentración final 105 en volumen)

y se centrifugó durante 15 minutos a 8.500 rpm. El sobrenadante se

oentrifugó 30 minutos a h0.0003 en Sorvall y este sobrenadante se

usó comoExtracto oitoplaggático. El precipitado de 8.500 rpm se lo

resuspendió en 3 ml de TEDG(Tris 50ml ph 7.8, EDTAlmM, ditiotrei

tol 1mm,glicerol 10x) y Triton NlOl 0,5%, y después de dejarlos 15

minutos en hielo se homogeneizó en Dounce 15 veces. Se centrifugó

lO minutos a 2.500 rpm. Se repitió este paso (el sobrenadante es el
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Lavado de Tritón) y al precipitado se lo resuspendió en l ml de TEDG.

Se agregó 1 ml de 01K 1.6H en TEDG.Se dejó 1a preparación 2 horas

en hielo y se centrifugó una hora y media a h0.000 rpm. E1 sobrena

dante se dializó toda la noche contra 500 ml de TEDGy se centrirugó

10 minutos a 10.000 rpm. El aobrenadante es el Extracto nuclear, y

el precipitado es el Precipitado nuclear.

Preparación de columnas de DEAEcelulosa

i cromatografía de la ADNpolimerasa

50 gr de DEAEIhatman (dietilamino etil celulosa) microgranular

na-sa prehinchada, se lavaron tres veces con 300 m1de bufer fosfato

0.02! ph 7.5. Se deja decantar y se saca el sobrenadante. Se agrega

100 ml de bufer y se coloca 50 ml de resina en una columna. Se lava

con 100 ml de bufer fosfato 0.7! y luego con TEIG(Tris 50ml ph 7.8,

EDTAlml, mercaptoetanol 3m!“ glicerol 10%) hasta que la conductivi

dad del olvido sea igual al de TEMG.Se carga una columna Pharmacia

(0.9 x 13.5 cm) hasta un volumen de 7.6 ml. Se lava con 20 ml de bufer.

TEDG.Se carga la columna con la muestra conteniendo lO mar/ml de

proteina, en caso de que la muestra tenga menosproteina se le agre

ga albúmina de suero de bovino (SAB)hasta completar esa concentra

ción. Se lava con 7 ml de bufer TEDGy se eluye con ho ml de un gra

diente lineal de ClNa (0-0.hM). Se recogen ho fracciones de 1.5 nl

cada una, en tubos conteniendo 50 )\ de SAB9 mgr/ml. Se ensayó la

actividad de la ADNpolimeraaa de cada'fracción.
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Preparación 1 calibración de columnas de Sangadex

Se usó Sephadex 6150 (Pharmacia). Se disuelven 5 gr/225 ml de

TEDG.Se deja 2h horas para que las particulas se hinchen y luego aa

lea sacan las burbujas de aire. ‘

Se carga una columna (0.9 x 19 cm) con 12 ml de Sephadex. Para

determinar el volumen muerto de la columna se usa una solucidn de

Blue dextran (0.5 ml de una solucián 0.2i ). Se eluye luego con TEDG

ClNa 100ml y se recogen fracciones de 0.5 ml. La concentración de

Blue dextran se determina leyendo la densidad óptica e 650 nvi.la
columna también se calibró con albúmina de suero bovino (Pl 67.000),

peroxidasa de rabanitc (0.5 ml de una solución h mar/ml) Pl: hh.000

y citocromo C de músculo de corazón de caballo (0.5 ml de una solu

ción 37mm)PI: 13.000.

La actividad de la peroxidesa de rabanito y la determinacidn

de la albúmina de suero bovino y citocromo C se describen mis ade

lante.

Preparación de gradientes de sacarosa

Se Junta el volumende los tubos que contenían la actividad en

aimfitica de las columnas de DRAEy se dializa durante tres horas conb

tra 100 volúmenes de TEDG.Luego se concentra a aproximadamente l/lO

de su volumen con Ficoll. Se colocó sobre h.6 ml de un gradiente de

sacarosa (ici-act) en TED,una solución conteniendo 200 )\ de ADI

polimerasa, 50 7\de fosfataaa alcalina l mgr/ml y 50 >\ de alcohol

deshidrcgenasa de levadura 5 mer/ml.
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Los gradientes ae centrifugaron en un rotor 8'65 Spinco a

h0.000 rpm durante 15 horas.

Se recogieron fracciones de 0.2 ml, aspirando desde el fondo

del tubo con una bombaperiatáltica. Los tubos contenían 10,41
de albúmina de suero bovino 9 mgr/ml. Se determinó en cada frac

ción la actividad de ADNpolimerasa, fosfataaa alcalina y deshidra

genaea según los metodos que ae describen a continuación.

Ehaalg de actividad de la ADNgolimeraaa

La mezcla de reacción contiene (a menos que ae indique de otra

forma) en un volumen de 0.1 ml: ADNactivado 62 pgr, ‘l‘rie 50ml ph18,

Gizig SmI, albúmina de cuero bovino 0.9 mgr/ml, DTTSul, cada uno de
loa siguientes deoxinucleóaidoa trifosfatcs: dOTP,dCTP,dATP,0.1nl,

(33)11’1‘1‘?0.01ml actividad específica 1.000 cpm/p mol y 20 ,¡l de en

zima. Se inouba a 37° 0 durante hs minutos. La reacoiGn se para con
1.5 ml de una mezcla de 0.2 ml de ADNcarrier 2.5 mar/ml, 0.1 ml de

pirofoafato de sodio 0.1K y 1.2 ml de H 0. Se agregan 0.25 ml de2

PCA121. Se centrifuga 5 minutos a 6.000 rpm. El precipitado ae di

suelve en 0.5 ml de HONa0.2N.

Se le agrega l ml de Had y 0.25 ml de PGA12% . Se repite el

procedimiento y ae rediauelve en 0.3 ml de protocol. Se lea agrega

mezcla de oentelleo (aoluciJn de Omnifluor-NewEngland h gr/l de to

lueno, acido acético glacial-2 ml/l).Se cuenta en un centelleador

líquido Packard.
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Activación del AD!

A cada 2 ml de solución de ADN2.5 mgr/ml de timo de ternera

se le agregan Clalg SmMy 0.h¡Fgr de deoxiribonucleasa (Northington.
3.200 U/mgr). Se incuba 5 minutos a 37° C. Se inactiva 10 minutos

a 60° C.

Ensayo de la actividad de la peroxidaaa de rabanito

Se siguió el mótodo descripto en el católogp de enzimas de

Iorthington.

Sustratos l ml de H2020.3i diluido a 100 con bufer fosfato
0.01u ph 6.

Colorantes O-dianiaidina lf en alcohol metilico.

Mezcla: agregar 0.05 ml de colorante cada 6 ml de sustrato

Se agrega a l ml de mezcla 5 >\de enzima de cada fracción y

ae lee la absorción a M60ny cada 15 segundos

Determinación de la actividad de la

alcohol deshidrogenasa de levadura

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

Mezcla de reacción:

Por ml 1a mezcla contiene

170 ¡moles de etanol
50 ml Tris ph 8.5

15 Pl NAD
A l ml de mezcla de reacción se le agregan 20 7\ de enzima para

cada fracción. Se lee la absorción a 3ho n91cada 50 segundos.



61

Determinación de la actividad de la

fosfatasa alcalina de E. Coli

Se siguió el método descripto en el catálogo de enzimas de

Icrthingtcn.
Sustratos p-nitro fenil fosfato en Tris ll, ph 8.

Se agrega a l ml de sustrato 50 >\de enzima de cada fracción.

Se lee absorción a hlo mflcada 30 segundos.

Determinación de albúmina de suero bovino

Se mide la cantidad de proteina, usando el metodo de Lowry et al.

ae lee la densidad óptica a 700 mp.

Determinación de citocromo C

Se lee la densidad óptica a hDOaya

¡edición de la conductividad

La conductividad se determinó en un Radicmeter tipo CDI 2a.

Se prepararon diluciones de 50 7\ de muestra con 20 ml de 320 bides
tilada y se midió la conductividad de la muestra. En todos los casos
se hizo una curva standard midiendo la conductividad de soluciones

preparadas con distintas concentraciones salinas.
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RESULEADOS

Controles de la estimulación de los linfocitos

Es bien sabido que cuando se estimulan linfocitos con PEA(125)

estos entran en división mitótica. Por ello comopaso previo a treba
jar con linfocitos estimuledos verificemos la transformación blastics

por:
a) Incorporación de timidina tritiada.

b) Por microscopía.

Velocidad de incorporación de timidina

Para observar mejor las diferencias que ocurren entre las polino

rasas de linfocitos estimulados por PHAy sin estimular se trató en

todos los experimentos de usar células que estuvieran en el momentode

máxima replicación de su ADN.Fue necesario por ello, conocer el tiemp

po que los linfocitos debian incubarse con PHAen las condiciones usa

das en nuestro laboratorio para obtener la máximeincorporación de ti

midins.

De la fis. l se observa que la incorporación de timidins no es

detectable hasta unas 2h horas posteriores a ln estimulación. Luego

aumenta rápidamente hasta alcanzar un máximode incorporación a las

72 horas de agregada la PHA.
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F15. l: Los linfocitos ee prepararon según se explica en Materiales
y Hét dos. Se sacaron muestras de 2 ml de cultivo (aproximadamente
2110 linfocitos) a los tiempos indicados y ae les agregó 2 1ída
( H)dT. (NewEngland Nuclear, actividad especifica 20 ci/mk, concen
tración final 0.025 ). Se incubaron durante 5 horas a 37° C. Loa
pulsos fueron terminados oentrifugando las células y resuspendiendo
loa precipitadoe en 1 m1 de agua destilada. Después de dejarlos 5
minutos en hielo se les agregó 1 m1 de TCA101 y loa precipitado:
se recogieron en filtros Ihatman GF/C. Se los lavó luego con 20 ml*
de una solución fria de ClH 0.2M, pirofosfato de sodio 0.05M, poe
teriormente con 10 m1 de 01H 0.05H y por último con etanol. Se los
dejó secar. Los filtros se colocaron en viales, se les agregó líquio
do de centelleo (h gr de Omnifluor/litro de tolueno) y ee los contó
en un centelleador Packard. '
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Transformación blfiatica de los linfocitos Qor medio de PHA

mÉ

Los cultivos de linfocitos estimulados se observaron el microe- ‘.f€
coPio, para ello las muestras de los cultivos se extendieron sobre 2
porta objetos, se sacaron al aire y se las tiñó con Hay Grünwald
Gianna. La transformación blástica se juzgó en base al aumento do
tamañode las células, la basofilia del citoplasma, las caracterís
ticas del teñido.nuclear y los múltiples nucleolos.
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Distribución subcelular de 1a actividad de

la ADNpolimerasa de linfocitos humanos

Estudios hechos en este laboratorio (15h), habian ya mostrado

la existencia de actividad de ADNpolimerasa en citoplasma y núcleo

de linfocitos estimulados y sin estimular, aunqueno se habia estu

diado la distribución subcelular de eaas enzimas. Friedman (117-118)

en células HeLa, Fansler y Loeb (hó-h?) en embriones de erizo de

mar estudiaron las variaciones de las ADNpolimernsas en las distin

tas fases del ciclo celular y observaron que habia un aumentode

1a enzima de núcleo y una disminución de la polimerasa de citoplas

ma durante la fase 3 del ciclo celular con respecto a las células

en reposo. Esto podia indicar un pasaje de 1a enzima citoplasmatica

al núcleo. De ahi que se pensó que el estudio de la distribución

subcelular de 1a ADNpolimerasa en células en reposo respecto a c6

lulas en activa replicación puede ayudarnos a entender el mecanis

mo de replicación'del ADNy la función de estas enzimas.

La obtención de los linfocitos, su estimulación y el aislamien

to de las distintas fracciones subcelulares, asi comola determina

ción de la actividad enzimática y la medición de proteinas fue des

cripta ya en Materiales y Métodos.
Previo a la determinación de la distribución subcelular se mi

dió 1a linealidad de la reacción enzimática con la cantidad de pro

teina para las distintas fracciones. Se observa de la fig. 2 que 1a
actividad de la ADNpolimerasa de linfocitos estimuladcs y sin ea

timular guarda una relación lineal hasta una concentración de apro
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ximadamente8 rgr de proteina correspondiente a las distintas frac
ciones eubcelulares.

De laa tablas I y II ae observa que existe actividad de ADN

polimeraea en núcleo y citoplasma de linfocitos humanossin eati

mnlar y en los estimulados por PHA.

Si bien existe una diferencia cuantitativa en cuanto a 1a ac

tividad de la polimeraea en linfocitos eatimnladoe y sin estimular,

la distribución subcelular de la actividad enzimática ee muysini

ler en ambostipos de células.

Por otro lado, al igual que en otras células de eucariotee,

1a mayor parte de la actividad de la ADNpolimerasa se encuentra

en citoplasma.



Actividad de la ADNgolimerasa de linfocigga sin estimular 1

estimulados por PHAen función de la concentración de enzima
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Leyenda correspondiente a la F15. 2: Para la preparación de las

distintaz fracciones subcelulares se parte de aproximadamente600 x lO linfocitos estimulados o sin estimular. Para poder deter
minar la actividad de la ADNpolimeraaa y medir proteinas ae proce
dió de la siguiente forma:

a) A1 homogenato total se le agregó tritón N101hasta una con
centración final de 0.3í.

b) Al precipitado de h0.000 g se lo reeuspendió en 0.5 ml de
bufer tritón.

c) Al precipitado nuclear ee lo disolvió en 200 >\ de ClK0.8|
en burer TEDG.

La determinación de la actividad enzimática y la medición de
proteinas ee describe en Materiales y Métodos.

Pis. 2 A. Fracción citoplaamática.
Fig. 2 B. Fracción soluble nuclear.
Fig. 2 C. Lavado de tritón.



Distribución subcelu

29221.}.

linfocitos humanossin estimular
lar de la activngp de 1a ADNpolimarasa de

Actividad especí
Fuente de enzima mgr de prote-cpnxxlo- fica cpm/mer de í Actividad

inn totales totales proteina x 10-3 total

Homogenato total 18.7 5.500 285 100

Eitracto cito
plasmático 10 5.550 335 6h

Precipitado de
ho.ooo g 1.14.5 175 121 3.5

Lavado de
tri. tón u. 5 806 179 15. 3
Fracción nuclear
soluble 1.1; 82h 588 15.7

Precipitado
nuclear 0.2h 80 335 1.5



Tabla II

Distribución suboelular de la actividad de la ADNpolimeraaa do
linfbcitos humanos astimnlados con PHA

Actividad especí
Fuente de enzima mgr de prote- cpmx10-5 fica cpm/mgr de S Actividad“

ína totales totales proteína x 10-5 total

Homogenatototal 52.5 7u.ooo 1409 100
Extracto cito- . ' '“'
plasmática 26.2 19.965 1.907 67.7 , 4

Preoipitado de
¡p.000 g 2.60 1.651 635 2.2;

Lavado de , ¿53
tritón 21.6 11.868 5h9.b, 16.1.
Fracción nuclear
soluble 6 10.080 1.680 15.7

Precipitado
nuclear 1 192 192 0.2 ‘
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Lexendaecorreagondientes a las nglss I y II:

Los linfocitos se prepararon según se explica en Materiales y
Métodos. En el caso de los linfocitos estimulados éstos se incuba
ron con PHAa 57° c por 72 horas.

Para el aislamiento de las fracciones subcelulares se partió
tanto en el caso de linfocitos stimulados comoen los sin estimu
lar de aproximadamente600 x 10 linfocitos. La actividad enzima
tica se midió por el método descripto en Materiales y Métodos, sal
vo que se incubó durante l hora a 37° C.
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ADNgolimerasas de linfocitos sin estimular

Se analizaron por cromatografía en columnas de celulosa DE52,

las actividades del extracto citoplasmático y de la fracción solu
ble nuclear.

En la fracción citoplasmática (fig. 3) se observan dos picos

de actividad a los que se designó CIn y CIIn.

El pico cIn eluye alrededor de 0.07H de ClNa y el pico C aIIn
una molaridad de alrededor de 0.15! de ClNa.

Por otro lado la fracción soluble nuclear muestra un sólo pico

de actividad al que se lo designó comoNIn que no es adsorbido en
D352 (tigo h).

Las técnicas usadas para la cromatografía, así comola deter

minación de la actividad enzimática fueron descriptas en Materiales

y métodos.

ADNgglimerasas de linfocitos estimulados por PEA

La fracción citoplasmática y el extracto soluble nuclear de

linfocitos estimulados también fueron cromatografiados en columnas

de celulosa D352.

En la fracción citOplasmatica (fig. 5) se observa un sólo pi

co de actividad designado por CIa que eluye a una concentración
de 0.12! de ClNa. En cambio la fracción soluble nuclear (fig. 6)

presenta dos picos de actividad designados por NIa y N118.
En forma semejante a lo que ocurre con la fracción soluble
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nuclear de linfocitos no estimulados el pico NIs no ee adsorbe a
la D852. Pero en el caso de linfocitos estimuledos aparece un ee

gundo pioo que es mayor que el NIS y que eluye a una molaridad de
alrededor de 0.07! de ClNa.

La determinación de la actividad de la ADNpolimerasa ani

comolas técnicas usadas para las columnas de celulosa DE52ee

describieron ya en Materiales y Métodos.
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¿clouds correspondiente a las F15. fi. Q, 5 1 6: Para la prepara
ción de los extractos citoplasmáticos y nucleares de linfocitos
estimulados y sin estimular se partió en cada caso de aproximada
mente 600 x 10 linfocitos. La estimulación se llevó s cabo duran
te 72 horas a 37° C. Las distintas fracciones subcelulares se ob
tuvieron comose describe en Materiales y Métodos.

Se usé una columna Pharmacia (0.9 x 13.5 cm) y se la cargó
hasta un volumen de 7.6 ml con celulosa DE52. Se recogen k0 frac
ciones de 1.5 m1 cada una, en tubos conteniendo 50 >\ de BSA
9 nar/ml. La actividad de la ADNpolimerasa de cada fraccián se
ensayo según se explica en Materiales y Métodos.
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Prepiedades de las ADNpolimerasas de

linfocitos estimulados 1 sin estimular

Para realizar estos estudios se usaron los picos de actividad

obtenidos despues de la cromatografía en celulosa D352.

Dadala importancia de poder diferenciar las distintas AD!po

limerasas que aparecen en el núcleo y citoplasma de linfocitos no

estimulados y estimulados por PHAse observaron las propiedades de

las polimerasas y los requerimientos para la determinación de la
actividad enzim‘tica .

En la tabla III se observa que algunas propiedades de las en

zimas NI ya sea de linfocitos estimulados o sin estimular son dire
rentes a las observadas para las otras enzimas, por ejemplo en sus

requerimientos de Bsa (albúmina de suero bovino), dependencia a las

sales y en su ph óptimo. Por otro lado las enzimas CID, CIIn, y CI.
tienen prepiedades similares.

Tambiénfueron estudiados los requerimientos de sustrato para

las ADNpolimerasas (Tabla IV). Para ello se usaron los picos de sc

tividad obtenidos despues del pasaje por columnas de celulosa D352

y la actividad de la enzima se determinó por el metodo habitual.

En esta tabla también puede observarse la similitud entre las

enzimas N de linfocitos estimulados y sin estimular, en cuanto aI
que la maximaincorporación de (3H)TTPno depende de la presencia

de los otros deoxinucleósidos trifosfatos, cosa que no ocurre con

las enzimas.cIn, cIIn, CIa y N113. Por último también se observa en
la tabla IV que todas las enzimas prefieren ADNactivado respecto



a1 ADNnativo y al ADNdeanaturalizado por calor. El producto de

la reacción en todos los casos es sensible a 1a acción de 1a DNAsI

pero no a la de la enzima RNAsa.

Tabla III

Reguerimientos gara la reacción de 1a ADNnolinerasa

Condiciones Enzima (fl de actividad)

cIn clln NInM cIa “1:59h. l¡Ilo

Oonploto 100 100 100 100 100 100

Sin Ig++,agregan
do 0.5 nn, In+"' 10 12 28 53 ¡.¡1 y 61

Sin asa 37 143 86 ' 5 92 3

Sin mi? ' 36 73 66 26 55 29

01K 0.211 38 33 102 13 139 32

o-fennntrolina'fl“ ' '
1m! 56 35 68 8h 7h 59

2o5ml 16 17 57 59 27 29

**’A1 agregar los 20 >\ de enzima que contienen DTT¡'hacen a la mes-‘a
ola de reacción 0.2ml en DTT. '

La inhibición por o-renantrolina se midió con 12.5 per de ADN
activado y 10ml de Claus.

Los requerimientos de NIn y NIa se probaron a ph 9, y 0.2! de CII?
La determinación de la actividad de la ADNpolimeraaa se den

oribe en Materiales y Metodoa. u



Reguerimiantoa de sustrato para la ADNpolimeraaa

Tabla IV

Condiciones Enzima (S de actividad)

°In cIIn NIn 01a N13 l¡un

Completo 100 100 1oo 100 100 100

Sin ADRactivado
agregando ADN
nativo (62 ya) 17 15 29 5 19 10

‘81n ADNactivado
agregando ADN ,

oalontado (62 ygr) o o 0' o 8 o

Sin «un, dCTP, a
¿cm ao 26 95 22 122 5h I

¡»un (10 ¡lp/ml). 16 20 15 1 1 b,

Rluaa (200 ¡Agar/nl) 108 99 10h 100 98 106

nm m ' 81 78 9h 125 113 79'

Los métodos y condiciones usadas aon las mismas desoriptaa on

1d Tabla III .



Efecto de h sobre 1a aetividad de las ¡DE y lileraeaaïái 7
linfocitos sin estimulaf estimuladoa or PEA k

‘Eete estudie fue hecho con las enzimas purificadaa por columnani¿

de eoluloaa DE52. Se observa en 1a fig. 7 que el ph óptimo para laaA’i

enzimas citoplasmaticae CIa, CI“, CII“, de linfocitos estimuladoa !¿ÏÏ
ein estimular ea 8 y lo mismoocurre con la enzima nuclear XIII. lb:
caibio 1a actividad de las enzimas nucleares NIS y ¡In aumenta por
lo menoshasta 9.

Rutinarianente los ensayos con estas enzimas fueren hechos a_‘“‘Ï
ph 9. Beto último ee debido a que los bufers usados para obtener an¡7¿
.ph por arriba de 9 fueron inhibitorioa con respecto al bufor TriI-CIH.

La determinaqi6n de 1a actividad de la ADNpolimeraaa ee describa
en lateriaiea y látodoa.

"lodeactiúidad

. i i,
100.."9 7A . '9 7B

NIN NIS
804- '

so.

ao.

20...

a: UI s1 s‘l UI (J) QLJ'I D 0’) U1 4 <1 U'I a.. o)Ui o..
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Determinación del peso molecular de las ADNpolimerasas de

linfocitos no estimulados 1 estimulados por PEA

Otra de las propiedades importantes que nos permiten diferen

ciar las distintas ADNpolimerasas ea el PI. Para determinarlo se

usaron gradientes de sacarosa y cromatografía por Sephadex 0150.

En los ensayos se usaron las enzimas purificadas por celulosa DE52

y los metodos empleados fueron ya descriptos en Materiales y Meto
dos.

En el caso de las enzimas Hln y NIa la actividad se determinó
a ph 9 y con una concentración de ClK de 0.2K.

Gradientes de sacarosaggg las AQ!polimerasaa de

linfocitos estimulados 1 sin estimular

Para la determinación de los pesos moleculares de estas enzimas

se usaron comoproteínas de referencia la alcohol deshidrogenaaa de

levadura (AD) de PH= 150.000, la fosfatasa alcalina (AP) de E. Coli

de Pl t 80.000, y la peroxidasa de rabanito (Pe) de PI = kh.000.

La fig. 8 muestra los perfiles de sedimentación de las enzimas

citOplasmlticas y nucleares de linfocitos estimulados y sin estimu
lar.

La fig. 8 A corresponde a la enzima citoplasmatica CIn de lin
focitos no estimulados. Se observan fundamentalmente dos picos, uno

que corresponde a un PH de aproximadamente 500.000 daltons y otro

de alrededor de los 50.000 daltons.

En la fig. 8 B perteneciente a la enzima citoplasmfitica CIIn
de linfocitos no estimulados se observan dos picos, que correspon
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den a peace moleculares de aproximadamente 500.000 daltons y 50.000
daltone.

La F15. 8 C pertenece a la enzima nuclear NIn de linfocitos no
eetimuladoe y muestra un sólo pico que corresponde a un PMentre

los 20.000 y ho.ooo dnltons.

Por otro lado en las figuras 8 D, 8 E y 8 F ae observan loa

de linfooperfiles de sedimentación de laa enzimas C y NIa’ NIa IIa
citoe estimuladoa.

En la rig. 8 D (CIs) ee observan dos picos, uno en la zona de

los ru de 500.000 daltons aproximadamente y otro en la zona de loa

ho.ooo daltona.

En el perfil de sedimentación perteneciente a la enzima nuclear

NIa (fig. 8 E) aparece un sólo pico que corresponde a un Pl de

h0.000 y en el de la enzima nuclear N118 (fig. 8 F) aparecen dee
picos que están en las zonas de peace moleculares de 200.000 daltone

y 50.000 daltone respectivamente.
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Legenda corresgondiente a la Fig. 8: Perfiles de sedimentación en
sacarosa de extractos citOplasmáticos y nuclear de linfocitos es
timulados y sin estimular.

En todos los casos se usaron los picos de actividad de las co
lumnas de DE52. Se dializaron contra TEDGy se concentraron con
Ficoll. Cada muestra se sembró sobre un gradiente 105-501 de secs
rosa en TED,Junto con las proteínas de referencia externas. Se co
rrieron durante 15 horas a h0.000 rpm en un rotor Spinco 3'65 a
5° C. La actividad de la ADNpolimerass se determinó según ae espe
cifica en Materiales y Métodos.

F13.
Fig.
Fig.
Fig.
F15.
Fig.

8 A.
8 B.
8 C.
8 D.
8 l.
8 F.

Enzima
Enzima
Enzima
Enzima
Enzima
Enzima

CIn citOplasmática de linfocitos sin estimular.
CIIn citoplasmática de linfocitos sin estimular.
NInnuclear de linfocitos sin estimular.
CIElcitoplasmática de linfocitos estimulados.
NIa nuclear de linfocitos estimulados.
NIIa nuclear de linfocitos estimulados.
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Cromatografía en Sephadex G150 de las AD!polimerases

ge linfocitos estimulados y sin estimular

Para la determinación de los PMde estas enzimas en este m6

todo se usaron comoproteinas de referencia la albúmina de suero

bovino (SAB) de PI I 67.000, la peroxidasa de rabano (Pe) de

PM= hh.000 y el citocromo C de músculo de corasán de caballo (C)

de PH = 15.000. Se hizo una curva pquón de pases unleculares (fig. 9),

Para ello se corrieron sn una columna de Sephaden 0150, como se

describe en Materiales y Métodoslas tres sustancias de referen
cia.

Para medir el PI de las ADNpolimerasas se usaron las enzimas

purificadas por celulosa DE52.Los resultados se observan en la

fis. lO.

La enzima nuclear N18de linfocitos estimulados no pudo cro
matdgrafiarse por falta de material.

La cromatografía correspondiente a las enzimas de linfocitos

no estimulados están representadas en las fig. 10 A, 10 B y 10 C.

La primera de ellas pertenece a la enzima CIn y presenta tres

picos que corresponden a un PMde 150.000 o mayor, otro de aproxi

madamente_h0.000daltons y otro de 15.000 daltons.

La fig. lO B correspondiente a CIIn presenta dos picos en las
zonas de PI 120.000 y 13.000 y la fig. lO C que pertenece a la en

zima NIn presenta un solo pico en la zona de pesos moleculares de
60.000 daltons.
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La enzima citoplaamática CIS fig. 10 D muestra dos picos, uno

que corr69ponde a un PMmayor de 150.000 y otro a un PMde aproxi

madamente 120.000.

La enzima Nua rig. 10 E tiene dos picos que correSponden a
pesos moleculares, uno mayor de 150.000 y otro de aproximadamente

10.000 y también existe una zona que podría corresponder a una en

sima de ru - 90.000 (entre el tubo 12 y 16).
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Curva patrég de pesos moleculares en Sephadex 6150 (Pharmacie)

fig. 9

SAE!

PE

0

l. C
10 e : 2 s e i

4 8 ¡é 16 20 24 28
número de fracción

F15. 2: Se cargó una columna (0.9 x19 cm) con 12 m1 de Sephadex 6150.
Se determinó el volumen muerto de la cqlumnn con una solución de Blue
dextran. Luego se calibra con albúmina de suero bovino SAB(PM:67.000),
con peroxidasa de rabanito Pe(PM=hh.000) y con citocromo C(PM=15.000).
La determinación de Blue dextran, SAB, C y la actividad de la peroxi
dasa se describen en Materiales y Métodos.
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Lelenda corresgondiente a la Fig. 10: Cromatografía en Sephadex 0150
de las ADNpolimerasae de las fracciones citoplasmáticaa y nucleares
de linfocitos eetimuladee y sin estimular.

Se usaron loa picos de actividad de las columnasde celulosa
DE52despues de ser dializadne y concentrados por Fiooll.

V ee el volumen muerto medido con Blue dextran. La actividad
de 1a ADNpolimerasa se midió según ee describe en Haterialee y
Métodos.

Fig. lO A.

Fig. 10 B.

F18. Co

F18. 10 D.

Fig. 10 E.

Cromatografía de la enzima C
focitos ein estimular.
Cromatografía de la enzima CIIn citoplaemática de
linfocitos sin estimular.
Cromatografía de la enzima N
sin estimular.
Cromatografía de la enzima C
focitoe eetimuladoa.
Cromatografía de la enzima N
estimulados.

In citoplasmfitica de lin

In nuclear de linfocitos

¡a citoplasmática de lin
nuclear de linfocitosIIs



102

DISCUSIÓN

Se estudiaron las caracteristicas y distribución de las ADN

polimeraaas de linfocitos ein estimular y estimuladoe por PEA.

Conrespecto a la distribución subcelular de las ADNpolimera

aaa (Tablas I y II), es posible observar dos hechos fundamentales:

1) La actividad especifica de la enzima aumenta en las dife

rentes fracciones luego de la estimulación con PHA.

2) Las diferentes fracciones aubcelulares contienen porcenta

Jes aproximadamenteiguales de la enzima en los linfocitos
estimulados o sin estimular.

Comoocurre en otros tipos de células de eucariotes, la mayor

parte de la actividad de la ADNpolimerasa se encuentra en el ex

tracto citoplasmático (5h-57-161-162). Este hecho ha suscitado du

das sobre la función de la ADNpolimerasa citoplasmática, ya que

ae creía en un principio que los procesos de replicación del ADN

estaban restringidos al núcleo, donde se encuentra la cromatina.

Se sugirió que la ADNpolimerasa estaba en el citOplasma, por ha

ber sido recién sintetizada y aún no transportada al núcleo, o bien

ae debia a que el núcleo perdía parte de esta enzima cuando se rom

pía la célula.
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Herrick, Spear y Veomett (163) reexaminaron 1a localización

intracelular de la ADNpol oc usando citocalasina B y centrifuga

cián. Esta técnica evita la lisis celular durante la separacion
del núcleo y el citoplasma, pudiendo separar por centrifugación

citoplastos y carioplastos metabólicamenteactivos e intactos. Sus

resultados indicaron que más del 85%de la actividad total de ADN

pol 0'c (y ADNpol P ) está en el núcleo. Sin embargo los reticulo

citos de conejo.(16h), que son células anucleadas, tambión tienen
esta enzima.

El hecho de que la distribución subcelular de la actividad to

tal sea muysimilar en ambostipos de linfocitos estaría en desa
cuerdo con observaciones hechas en otras células de eucariotes

(118-h6-h7), aunque para poder comparar estos datos con los obte

nidos en otros tejidos deberia observarse la distribución subceIu
lar en las distintas fases del ciclo celular.

Craig, Costello y Keir (73) trabajando con cultivos de células

BHKque crecian exponencialmente observaron un aumento en la acti

vidad de la polimerasa asociada con el núcleo y una disminución de

esta actividad a medida que la velocidad de sintesis del ADNdismi

nuye al final de la fase 3. En el citoplasma, por otro lado 1a ac

tividad de 1a polimerasa nuclear ha comenzadoa decrecer.

Chang et al.(80) y Lindsay et al. (165) encontraron una situa

ción similar en cultivos de células L y Fansler y Loeb (hb-hJ) ob

servaron este fenómeno en embriones de erizo de mar.
Se decidió profundizar este estudio analizando la variedad de

ADNpolimerasas existentes en el extracto citoplasmfitico, por ser



10h

el que tiene la mayor cantidad de enzima y'en el extracto nuclear,

porque en el mismo es donde se lleva a cabo el proceso de replica
ción cromosómica.

Del analisis de los extractos citoplasmáticos y nucleares de
linfocitos estimulados y sin estimular provenientes de la cromato

grafía en DE52(fig. 5, h, 5 y 6) se observaron básicamente las si

guientes caracteristicas:

l) La presencia de dos picos de ADNpolimerasas citoplasmati

cas (CIn) y (CIIn) en los linfocitos no estimulados, contra

sólo uno (CIS) en los estimulados.

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

3) La aparición de un segundo pico de actividad (N118) en el
‘ núcleo de células estimuladas.

A partir de estas observaciones pueden plantearse varios inte
rrogantes:

a) ¿Cómopodria explicarse la existencia de dos picos de poli

merasa citoplasmatioa en los linfocitos no estimulados y de
sólo uno en el estimulado?

b) ¿La aparición de pico nuclear NIIS podría explicarse por un
fenómenode transporte de la enzima desde el citoplasma al

núcleo? ¿Requiere síntesis neta de enzima?

Conrespecto a las diferencias entre las enzimas oitoplasmiti

cas de los linfocitos no estimulados y los estimulados por PEAse

puede suponer que CIn y CIIn estan presentes en distintos tipos de
linfocitos. Se sabe que los linfocitos humanosde sangre periférica

son una mezcla de linfocitos T y linfocitos B (122). Comosólo los



linfocitos T ae estimulan por PHAsoluble, se podria pensar que

‘cualquier actividad enzimática que no está presente en los linfoci

tos T va a ser proporcionalmente menor al fin de las 72 horas de

la estimulación por PHA.

Gonrespecto a la segunda pregunta, esto es si la aparicidn

del pico NIIS ae debe a sintesis neta de enzima o puede explicarse
por un fenómenode transporte, se puede calcular de la figura 5 qu‘

porcentajes de la actividad de ADNpolimerasa de citoplasma de lino,

recitos no estimulados le corresponden a las enzimas CIn y CII“.
Del mismomodo se puede calcular de la figura 6 el porcentaje

de actividad de ADNpolimeraaa presente en N en núcleo deIa y NIIs
linfocitos estimulados. A partir de estos datos y teniendo en cuen

ta la actividad específica en núcleo y citoplasma de linfocitos sin

estimular (Tabla I) y estimulados por PHA(Tabla II) se puede calcu- i

lar la actividad especifica de cada una de las enzimas encontradas

en linfocitos estimulados y sin estimular.

Tabla V

Actividad especifica de las ADNpolimerasas de
linfocitos sin estigglar x estimulados por PEA

%de Actividad Actividad enzimática
cpm/mgrproteina

Nin 100 588

cIn 62.6 l 210
nN18

N118 p 77.6 1.277
CIS 100 1.907
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Es evidente de los datos (Tabla V) obtenidos que en linfocitos

estimulados la aparición del pico NIIS debe involucrar síntesis ne

ta de enzima, ya que aunque todo el pico CIn de propiedades simila

res pasara al núcleo no podria Justificar el aumentode N a. PorII
otra parte se observa que el aumento de actividad de ADNpolimerasa

en núcleo de linfocitos estimulados se debe a enzima NIIa pues la

enzima NIa se mantiene casi siempre sin variación respecto a la en
zima nuclear de linfocitos sin estimular.

Estos resultados concuerdan con los obtenidos por varios inves

tigadores en otros tejidos de eucariotes. Se observó que en células

en activa replicación la actividad de la ADNpol p se mantiene cons

tante y sólo aumenta la actividad de la ADNpol o< (60-63-6h-80).

Debe destacarse, sin embargo que la sintesis neta de enzima no

excluye los fenómenos de interconversión enzimática. Ya Loeb traba

Jando con erizo de mar sugirió que el control de la replicación po

dría producirse por el pasaje de la polimerasa del citoplasma al
núcleo.

Conrespecto al posible rol fisiológico de las diferentes en

zimas, se podria suponer que la enzima NIIa es la responsable de la
replicación. Esta enzima tiene propiedades semejantes a la ADNpol CK

encontrada en muchos tejidos de eucariotes (51) y es precisamente

esta enzima la que está relaciOnada con la velocidad de crecimiento
de las células. Estos resultados no concuerdan con otros obtenidos

en nuestro laboratorio (15h) en donde se vió que los núcleos aisla

dos de linfocitos no estimulados (que no tienen la enzima N11) po

dían incorporar dNTPen forma tan eficiente comolos núcleos aislados
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de células estimuladas por PHA.Si bien es necesario realizar otros

experimentos para entender la naturaleza de esta discrepancia, la

explicación más simple es que la incorporación observada se debe a

1a enzima NI. Pero hay que tener en cuenta de todos modos que al

trabajar con núcleos aislados las condiciones no son fisiológ1cas
y de ahi que los resultados obtenidos no puedan ser exactamente comp

parables con los obtenidos en célula entera.

Las enzimas NIn y NIS se asemejan a la ADNpolimerasa (5 de c6

lulas eucariotes. Tanto 1a NIn comola NIa incorporan (3H)TTPen el
ADNen ausencia de los otros tres nucleótidos, una propiedad en oo

múncon la deoxinucleotidil transferasa (89-100) terminal, una enzi

ma encontrada originariamente en timo de ternera. Pero el ph óptimo,

la especificidad de sustrato y 1a inhibición por ATPde la transfe

rasa terminal es distinta del de las enzimas NIs y NIn. De los tra
bajos de McCaffrey, Smoler y Baltimore (102) se sabe que la trans

ferasa terminal no se encuentra en cantidades detectables en linfo

citos humanosde sangre normal, a diferencia de lo que ocurre con

NIs y NIn'
Existen varias posibilidades que explicarían el hecho de que

si bien estas enzimas requieren los cuatro deoxinucleótidos trifoa

ratos para su máximaactividad muestran una importante incorpora

ción con sólo l, 2 ó 5 nucleótidos presentes.

1) La estructura del ADNactivado contiene sitios 3'03 y esto

permitiría a la enzimatener una actividad significativa,

siempre y cuando se está usando una cantidad grande de AD!

con respecto a la enzima.
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2) La enzima puede cepiar preferentemente zonas homopoliméri

cas del ADN,y siempre que la relación ADN/enzimasea gran

de estas zonas estarían en exceso y la enzima podría incor

porar solamente el dNTPapropiado.

Esta prepiedad haria pensar que las enzimas NIn y NIs tendrían
como función reparar el ADN.Iicha y Stockdale (69) trabajando en

células de músculo sugirieron para la ADNpol 0‘ una función repli

cativa y para la ADNpol G' funciones de reparación del ADN.Esto

mismo se desprende de los estudios de síntesis de ADNrealizados ¿a

33352 en embriones de pollo usando distintos iniciadores. Craig,

y Keir (71) trabajando con células BHktambién le asignaron a la

ADNpoltat un rol replicativo y a la ADNpol 0 una función de ra

paraoión del ADN.Esta función adjudicada a 1a pol (5 no la desca
lifica sin embargopara integrar un complejo de replicación Junto

con la ADNpol.cK y otras enzimas.

Otro de los aspectos que se investigaron en el presente traba

Jo fue el de los pesos moleculares de las ADNpolimerasas.

El peso molecular de las unidades activas de las polimerasas

se obtuvo del análisis de los resultados de sedimentación y filtra

In’ CIIn’ cIs IIs’
pesos moleculares de alrededor de 150.000. En el caso de estas enzi

ción por geles, adjudicándoles a la enzima C y N

mas se obtuvieron por sedimentacián perfiles polidispersos entre

los 500.000 daltons y ho.ooo daltons.

Craig, Costello y Keir (75), mostraron que en células BBKla

ADNpolimerasa 0C es heterogénea, lo cual estaria de acuerdo con

los resultados descriptos más arriba para la ADNpol CKde linfo
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citos.

Wang, Sedwick y Korn describieron en células KBuna polimerass

con un PMde 175.000 compuesta de dos monómeros no activos de 87.000
daltons.

En timo de ternera y en tejido de rata existen formas enzimfiti

cas con pesos moleculares entre 110.000 y 220.000 daltons que se

componen según Holes de subunidades de 55.000 daltons.

Estos estudios Juntos a los datos obtenidos nos permite especu

lar que en linfocitos la enzima de alto PMestá compuesta de subuni

dades de peso molecular aproximado de 50.000 daltons.

Para las enzimas Nn y N de linfocitos se obtuvieron pesosI Is
moleculares de alrededor de ho.ooo daltons. Estos datos son semejan

tes a los encontrados en la literatura para la ADNpol e).
Wang, Sedwick y Korn (55-70) describieron también en células KB

una enzima de bajo PI. Esta enzima de h5.000 daltons es capaz de

formar agregados a baja fuerza iónica con PMsemejantes a la ADN

pol CK, pero que se distinguen de ésta en las propiedades enzimáti

oas que ae mantienen semejantes a la del monómero.Otros investiga

dores encontraron en higado de ratón y en núcleos de embriones de

pollo que la ADNpol (5 tiene un rs de 27.000 - 29.000 daltons. _

Brun, Lauber y Chapeville (77) presentaron evidencias de que la ADN

pol P de embriones de pollo está constituida por una sola cadena
polipeptídica de h3.000-.h5.000 daltOns, no encontrándose subunida

des de menor PI. Estas diferencias no pueden ser aún resueltas.

La discrepancia entre los valores observados en gradientes y

columnas de Sephadex puede provenir de la fuerza de centrifugación
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que disocia a las unidades de las enzimas.

Aparte de las estimaciones de los pesos moleculares, otras pre
piedades enzimáticas de las ADNpolimerasas C C C NIn’ IIn’ Is’ IIs y
de las ADNpol NIn y NIs son particularmente caracteristicas de las
especies 6-85 y 3-hs encontradas en células de eucariotes.

Las enzimas CIn, CIIn, CIB, NIIS exhiben un ph óptimo cerca de
la neutralidad (fig. 7) y sen fuertemente inhibidas por agentes que

se unen a grupos tioles (Tabla III), propiedades generalmente carac

teristicas de las polimerasas 0:. Por otro lado las enzima NIn y
N13 tienen un ph óptimo alcalino (fig. 7) cuando se usa ADNactiva

do y se muestran resistentes a la ausencia de los inhibidores de

grupos tioles (Tabla III). Estas enzimas también se asemejan a las

ADNpol cx’y ADNpol e respectivamente, por su eSpecificidad de
templado y requerimientos de precursores.

La relación entre las polimerasas de alto PMen citoplasma y

núcleo fue analizada por varios investigadores (56-167-168). Basán

dose en que sus propiedades son muy similares se laa consideró la

misma enzima, aunque existen en la literatura algunas evidencias

que sugieren que estas dos enzimas pueden ser distintas proteinas

(70-169). De acuerdo con los resultados obtenidos de la cromatogra

fía en DRAE(figuras 3, 5 y 6) estas enzimas eluyen a concentracio

nes salinas distintas, lo que lleva a pensar también que no son

las mismas enzimas. Unopodria explicar la semejanza en sus prepie

dades fisicas y enzimáticas suponiendo'que estas enzimas comparten

algunos péptidos que formanparte del sitio activo.
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Spadari (170) y otros obtuvieron una relación antigónica entre

estas enzimas cuando usaban antisuero de conejo contra la ADNpol CK.

Es dificil todavía asignar un rol definitivo a las enzimas en

contradas en linfocitos; aunque teniendo en cuenta las prepiedadss

observadas para la enzima NIIa y el hecho de que in vitro sólo la
ADNpol OC puede iniciar la síntesis de ADNusando ARNcomo inicia

dor, sugiere que esta enzima tiene un posible rol en la replicación
del ADN.De 1a misma forma los resultados obtenidos hasta ahora con

1a ADNpol c) llevan a asignarles una función de reparación del ADN.
Mientras no se obtengan mutantes experimentales para 1a sínte

sis de ADNen células eucariotes podría lograrse un mayor entendi

miento de los roles que cumplen estas enzimas en el complejo de re

plicación por el estudio de linfocitos de sangre leucómica donde el

control de 1a replicación está alterado.

1
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