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RESUMEN

En esta tesis se ha iniciado un estudio del sitio activo
de las RNA polimerasas, con el fin de comprender el mecanismo
de la reaccidén que catalizan.

Se ha detectado la presencia de grupos amino en el sitio
activo de estas enzimas, por modificacidn quimica con pirido-
xal 5'-fosfato (PLP).

La reaccidén de modificacidén resultd ser bastante selectiva
si se compara el efecto de PLP y sus anflogos en la inactivacidn
de las RNA polimerasas. El uso de este reactivo permitid un ané-
lisis del rol de grupos amino de estas enzimas en el proceso de
transcripcidén. La reaccidn de inactivacidédn involucra la formacidn
de una base de Schiff, en base a datos expectrales, reversidn de
la inactivacidn y reduccidn con NaBHq. Un estudior cinético de
esta reaccidén con la enzima de E. coli en funcidén del pH permi=~
tidé suponer la participacién de un grupo amino de pK  7,9. La
hidrélisis &cida total de las enzimas modificadas reveld que sé-
lo £-amino de lisina reacciona con PLP.

El analisis de algunas etapas parciales de la sintesis de
RNA catalizadas por estas enzimas permitid establecer una duali-
dad de efectos frente a la modificacién con PLP. A bajas concen-
traciones de PLP (cercanas a 0,1 mM) se modifican sélo unos po-
cos residuos de lisina (1 a 2 en la enzima de E. coli y 3=4 en
la de levadura) que afectan fundamentalmente la etapa de inicia-

cibén de la sintesis de RNA. Con altas concentraciones de PLP

XIV




(alrededor de 1 mM) se modifican varios grupos amino (aproxima-
damente 24 grupos en la enzima bacteriana) lo que afecta fuerte-
mente la capacidad de la enzima para unirse o DNA o polil a(AT) .
Esto indica el diferente rol de grupos amino de las RNA polimera-
sas en el proceso de transcripcidn.

Estudios de proteccidén con DNA y sustratos frente a la inac-
tivacidén mas selectiva de las enzimas, medida ya sea por activi-
dad residual o por incorporacidn de PLP-BH, sugieren la localiza=
cién de estos grupos amino en el sitio de iniciacién de la sinte=-
sis de RNA, definido previamente en la enzima de E. coli (subuni=-
dad 43). Los ensayos de intercambio de 32PPi con el segundo nucléd
tido incorporado, apoyan esta idea, indicando que la iniciacidn
de la sintesis de RNA estd seriamente afectada. En estas condicio-
nes la marcacidén de las sununidades de la enzima de E. coli con
PLPHBH,O biensreduciendo con Na_“}uz'H4 revela incorporacidén en las
subunidades /3',(32 yol « Este resultado no permite distinguir cuél
subunidad posee el residuo realmente importante en la inactiva-
cidén, ya que no fue posible resolver claramente la marcacidén entre
/Byfﬁ'. Ademds, la marcacidén de la subunidad ol , para la cual no
se ha descrito una funcidn directa en la catdlisis, complica la
interpretacidén de estos resultados. Una explicacidn satisfactoria
para esto reside en la presencia de sitios de unidén de ATP en la
subunidad ¢f, los que podrian ser reconocidos por PLP y no revelan
una importancia fundamental en el easayo in vitro. En contraste,

la marcacidn de las subunidades de la enzima I de levaduras ue
v 4

tiene una estructura cuaternaria complejisima (11 subunidades

XV




distintas) es méds concluyente, ya que sblo se modifican 3 subuni-
dades, de las cuales, sélo una (la de peso molecular 180.000) ma=-
nifiesta una incorporacidén selectivamente reducida al proteger

con sustratos frente a la inactivacién con PLP. Este hecho, ade-
més del efecto de reduccidn de la reaccidén de intercambio de EEPPi
que provoca esta modificacidén sugieren que el asiento estructural
para el sitio catalitico en la RNA polimerasa I de levaduras resi=-
de en la su-unidad de 180.000.

Se propone un modelo para el sitio activo de la RNA polime-
rasa bacteriana que incluye esencialmente: 1) un sitio de uniédn
para el DNA con la participacién de varios residuosﬁ;-amino de
lisina con valores de pK_  normales (10,5); 2) un sitio de inicia-
cidén con al menos un grupo £ -amino de lisina de pKa 7,9 ¥ 3) un
sitio de elongacidn.

Se discuten probables analogias de los sitios activos de las
enzimas procaridticas y eucariéticas, en base a la participacidn

de lisinas en la unidén del DNA y en el sitio de iniciacidn.
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ADSTRACT

In this work, a study of the active site of E. coli and yeast
RNA polymerases has been initiated, in order to understand the mech~
anism of the reaction they catalize.

The presence of amino groups in the active site of these
enzymes has been detected by chemical modification with pyridoxal
5'-phosphate (PLP).

The modification reaction was very selective, as can be
deduced from the effects of PLP and some analogues on the activity
of the RNA polymerases. The use of this reactive made possible
an analysis of the role of the amino groups of these enzymes on
the process of transcription. The modification implies formation
of aSchiff base, as shown by spectral data, revertion of the
inactivation and reduction with NaBHq. A kinetic analysis of
this reaction as a function of pH, with the E. coli enzyme
suggests the participation of an amino group of pKa 7.9+ Total
acid hydrolysis ¢Z the modified enzymes showel that onlwa—amino
groups of lysine are modified by PLP.

The analysis of some partial steps of RNA synthesis catalyzed
by these enzymes showed a dual effect of PLP in relation to the
modification reaction. Low concentrations of PLP (about 0,1 mM)
modify only few lysine residues (1~2 in the E. coli enzyme and
%-4 in yeast RNA polymerase I) which affect only the initiation

step in RNA synthesis. High concentrations of PLP (about 1 mM)
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modify several amino groups (nearly 24k groups in the bacterial
enzyme) affecting strongly the enzyme binding to DNA or poly
d(AT). This points out the different roles of RNA polymerase
amino groups in transcription.

Studies of DNA and substrate protection as measured by
residual activity or directly by PLPuEH incorporation, supports
the suggestion that these few amino groups are needed at the
initiation site of RNA synthesis.

Additional supporting evidence is obtained with exchange
assays of 32PPi with poly d(AT) as template, showing that
initiation of RNA synthesis is seriously affected. Under the
same experimental conditions, the labelling by PLP-EH or the
reduction with NaB—BHh shows incorporation into the rﬁ,,lg and
~{ subunits of the E. coli enzyme.

This result does not allow to establish whid of these
subunits has the important residues participating in the

inactivation reaction because it was not possible to resolve

1
(5> from /Q . Desides, the labelling of the ol subunit complicates

the interpretation of the results, since no direct participation

of this subunit in the catalysis has, so far, been described.

A satisfactory explanation for this, resides in the existence

of ATP binding sites on the X subunit which can be recognized

by PLP. These sites may not be important for the in vitro enzymatic

assay. In contrast, labelling of the subunits of yeast RNA
polymerase I, an enzyme which has a complicated quaternary
structure (11 diferent subunits) is more conclusive: only 3

subunits are modified, and from these, only one (molecular

XVIII

BELE o e W e e B e St e el |




weight 180.000) shows a selective incorporation which can be
reduced by protection with substrates. This fact, besides the
drop in 32PPi exchnnge reaction that this modification producas,
suggests that the basic structure of the catalytic site of the
yeast RNA polymerase I resides on this subunit.

A model for the active site of bacterial RNA polymerase is
proposed. This model includes: 1) A DNA-binding site with the
participation of several lysine ¢ —amino groups having normal
pK, values (10.5); 2) An initiation site with at least one lysine
E -amino having a pKa of 7.9 and 3) An elongation site.

Possible analogies between the active sites of prokaryotic

and eukaryotic RNA polymerases are discussed, based on the

participation of lysine in the binding of DNA and in the initiation

sites
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INTRODUCCION

ot
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La RNA polimerasa dependiente de DNA (RNA nucleotidil
transferasa E.C. 2.7.7.6) cataliza la sintesis de RNA a partir
de un molde de DNA y de los ribonucledsidos trifosfato corres=-
pondientes. Esta enzima fue detectada inicialmente en higado de
rata por S. Weiss en 1960 (1) y al afio siguiente Hurwitz y col.
la describieron en células bacterianas (2). Estos hallazgos,
junto con la hipdtesis del RNA mensajero de Jacob y Monod (3)
en el proceso de biosintesis de proteinas iniciaron uno dea los
grandes avances de la Biologia Molecular moderna.

La RNA pﬁlimerasa tiene un rol importante en el procesa
denominado transcripcidn que corresponde a la expresién del len
guaje informacional contenido en el DNA, en una forma metabdli=-
camente mis adecuada, el RNA. Este material es heterogéneo por
la diversidad de informacidén que contiene; parte de él es tra-
ducido y se expresa en proteinas con roles estructurales, cata=
liticos o regulatorios de importancia fundamental para la expre
sidén de vida de todo organismo.

La importancia del fendmeno de transcripcidén estd asenta-
da en la extensidén y diversidad de los procesos que dependen de
él. Conviene recordar que la sintesis de RNA debe ocurrir en
procesos como replicacidén del DNA, biosintesis de proteinas, sien
do por lo tanto clave en morfogénesis, diferenciacidén celular,

desarrollo embrionario e incluso en procesos patoldgicos como



neoplasia donde su importancia es ampliamente reconocida.

La RNA polimerasa permite la sintesis de RNA a partir de
un molde de DNA, catalizando la incorporacién de ribonucledti-
dos complementarios a las bases nucleotidicas existentes en el
DNA siguiendo las reglas propuestas por Watson y Crick (4). E1
proceso quimico principal consiste en la formacién de enlaces
fosfodiéster entre la posicién 3' del OH de la ribosa del nucled
tido inicial con el fosfato en posicidn 5', aportado por el segun
do nucleétido entrante que simulténeamente aparea con la base
complementaria contenida en el DNA. Este proceso se repite va=
rias veces hasta terminar una secuencia especifica que puede ser
procesada posteriormente.

En los tltimos afios se han desarrollado numerosas técnicas
analiticas que han permitido el estudio estructural de diversas
macromoléculas. Esto ha facilitado el andlisis de las polimera-
sas provenientes de microorganismos (5) y muy recientemente las
de organismos superiores (6,7). La RNA polimerasa estl presente
en seres tan simples como los bacteridéfagos del tipo T3’ (8) vy
T7 donde su complejidad estructural se reduce solo a una cadena
polipeptidica de peso molecular elevado (9). En otros fagos apa-
rece estrcturada en forma cooperativa, es decir, con aporte vi-
ral y bacteriano, como se ha descrito en los procesos de infec=-
cién por bacteribéfagos del tipo T, (10) y SPO1 CEL,32) s

El sistema transcripcional en bacterias ha sido estudiado

exhaustivamente, especialmente en E. coli (5). La enzima



proveniente de esta fuente ha sido purificada hasta homogeneidad
por varios métodos (13-16). Estudios de su estructura han per-
mitido establecer .a existencia de al menos 5 subunidades dife-
rentes denominadas fb’ ,{5,7; o y & con una relacién estequiomé
trica de /3?3DL2CT&30,5 (5). Los pesos moleculares de estas sub
unidades han sido determinados por varios métodos y se describen
los siguientes valores:fg, 150.000-165.000;(%, 145.000-155.0003
(7: 85.000-95.000; o4, 39.000-412000 y%), 9.000-12.000. La sub=
unidad sigma no es imprescindible para la actividad de la enzi-
ma pero confiere especificidad a la transcripcién (17).

El sistema transcripcional bacteriano es complicado. Aun-
que se ha descrito sbélo una enzima como responsable de la sinte
sis de todo el RNA celular, aparecen alteraciones estructurales
importantes en la polimerasa durante los procesos de infeccidn
por bacteriéfagos (18,19) como también la sintesis de nuevas
subunidades en los cambios sufridos durante la esporogénesis (20).
Ademés, recientemente se ha aislado de E. coli una RNA polimera-
sa estructuralmente diferente de la antes comentada que tendria
una funcidn muy especifica en el proceso de replicacidén cel DNA
(21). Aparte de la enzima, esta maquinaria transcripcional en
si misma es compleja por el gran nfimero de componentes que par-
ticipan en la sintesis de RNA. Se requiere de DNA como molde,
los 4 ribonucledsidos trifosfato ATP, GTP, CTP y UTP, los co=
factores Mg2+ o Mn2+ y algunos factores transcripcionales que

confieren selectividad al proceso in viz> (5).



Recientemente se ha iniciado el estudio de mecanismo de
control de sintesis de RNA, a nivel molecular, utilizando cier=-
tas unidades transcripcionales definidas, entre ellos, los ope-
rones lac y trip de E. coli (22-24) y el operon responsable de
1a sintesis de histidina de Salmonella (25). Este mismo avance
no se ha logrado en organismos superiores, los que por su inhe-
rente complejidad han insinuado poseer sistemas transcripciona-
les mucho més dificiles de analizar.

Las células de eucariontes poseen mfiltiples RNA polimera-
sas. Tres Pormas (I, II y III) fueron originalmente descritas
en levaduras (26), erizo de mar (27) e higado de rata (27) en
base a sus distintas propiedades, principalmente su diferente
elucidén de una columna de DEAE-Sephadex. RNA polimerasa I estd
localizada en el nucléolo (28) y parece estar involucrada en la
sintesis de RNA ribosomal (29). RNA polimerasa Il es nucleoplis
mica y seria responsable de la sintesis de RNA nuclear hetero-
géneo, presumiblemente RNA mensajero (30). RNA polimerasa III,
de origen nucleopldsmico, es eluida de DEAE-Sephadex con altas
concentraciones de sal y parece ser responsable de la sintesis
de t-RNA y RNA ribosomal de 5 S (31). La demostracidén més cla-
ra de la existencia de tres RNA polimerasas diferentes en euca-
riontes la constituye la comparacibén directa de la estructura
cuaternaria de estas enzimas en una misma especie o tejido. Es-
tos estudios se han realizado con las RNA polimerasas de células

tumorales MOPC315 (plasmacitoma de rata) (%32) y levaduras (33)




¥ han demostrado que cada enzima posee una estructura de subuni-
dades diferente.

Una de las mayores dificultades encontradas inicialmente
en el estudio de RNA polimerasas de eucariontes fue la falta de
métodos de purificacibén adecuados que permitieran una solubili-
zacidén eficiente de las enzimas que normalmente estan unidas a
la cromatina y la falta de condiciones dptimas para la estabili=-
zacidén de estas enzimas (34). Una dificultad insalvable es que,

salvo células tumorales (35,36) y levaduras (33,37), las células

eucaridticas contienen bajas cantidades de RNA polimerasas (38,39).

En la actualidad se han descrito métodos de purificacidén adecua=-
dos para la purificacién y estudios estructurales de enzimas de
timo de ternera (40,41), plasmacitoma de rata MOPG315 (32,36,39)
y levadura (33,42-44). AdemAs de las enzimas de levaduras y
MOPC315 también se ha estudiado detalladamente la composicibn
de subunidades de las enzimas de timo de ternera (40,41) oviduc-
to de gallina (45) y de otras fuentes (6). En todos los casos
se ha encontrado que las enzimas poseen una estructura muy com-
pleja formada por miltiples subunidades de variados pesos mole-
culares. No se conoce afQn la funcibén de cada una de estas pro-
teinas y en varios casos afin no es claro si son realmente parte
de la enzima o simples contaminantes (46).

Una de las maneras de ahondar en el mecanismo de RNA poli=-

merasa y por lo tanto la relacidn de éste con la selectividad

de la transcripcidn, es el estudio del sitio activo de estas




enzimas. Este conocimiento puede ademis ser Gtil para descubrir
la funcidén de cada una de las subunidades.

En sistemas tacterianos (E. coli) se ha propuesto que la
enzima interacciona con algunos factores transcripcionales que
cambian la selectividad del proceso y como el volumen informa-~
cional en bacterias es pequefio, la selectividad transcripcional
requerida podria explicarse en parte de este modo. Sin embargo,
ya en seres un poco mas evolucionados como levadura y en gene-
ral organismos superiores, es necesario recurrir a otras expli-
caciones que puedan dar cuenta de la selectividad. Si bien las
enzimas de eucariontes tienen cierta analogia estructural en
cuanto a subunidades con respecto a su contraparte bacteriana,
aparecen varias subunidades de pequeiio tamafio cuyo rol se des-
conoce altn. ¢(No podria ser una buena explicacidén que algunas de
esas subunidades presentes en las enzimas eucaridticas sean un
asiento estructural para conferir selectividad a las enzimas
por interaccidén con otros factores afin no descubiertos cuya
funcidén sea tan refinada que ha sido imposible detectarlos a la
fecha?

Por ello, ha sido de interés estudiar inicialmente en for-
ma comparativa los sitios activos .de.:ellas y este ha sido el tra=-
bajo desarrollado principalmente en esta tesis.

Interesa primordialmente definir ciertos aspectos estructu-
rales del sitio activo, tales como ubicar la(s) subunidad(es) que

constituyen el asiento fisico del mismo y los residuos aminoacidicos



necesarios para la actividad polimerésica, el probable mecanis-
mo de como ocurre la catfdlisis y con ellos inferir las posibles
formas de interac.ién que expliquen cambios de selectividad en
la transcripcidn.

Existen varias formas para abordar un estudio del sitio
activo:

a) Desde un punto de vista genético, aislando mutantes que
posean una alteracidn funcional definida en el sistema
transcripcional. Esta herramienta analitica es sblo facti
ble de usar en bacterias y probablemente con levadura que
son organismos relativamente simples en los culles es po-
sible realizar manipulaciones genéticas. A la fecha se han
aislado mutantes de E. coli gue son resistentes a antibib-
ticos tales como rifampicina (47-49) y estreptolidigina
(50). Se ha establecido que estas mutantes tienen altera-
da la subunidad /% (47,49) y es este polipéptido de la en=-
zima el que interactfia con estos antibidticos. También se
ha encontrado un mutante termosensible que tienen la sub-
unidad‘ﬂ: alterada (51). Recientemente se han descrito mu=
tantes de RNA polimerasa de levaduras sensibles a la tem-
peratura las que ain no se han caracterizado en detalle
(52). En eucariontes superiores se han aislado mutantes
resistentes a ‘< ~amanitina, un inhibidor selectivo de la
RNA polimerasa II (53,54), a partir de células en cultivo

de ovario de Hamster (55).




b) AnAlisis estructural con el objeto de ubicar topogréfica-

c)

mente el sitio activo de las enzimas. Esta empresa resul-
ta extremadamente dificil y larga, ya que requiere del co
nocimiento de la estructura primaria de los polipéptidos
que conforman las enzimas, como también de la distribueidn
tridimensional de los residuos aminoacidicos para lograr
delimitar los residuos pertenecientes al sitio activo. Los
trabajos de secuencia aminoacidica estéin recién comenzando
en la enzima bacteriana y aunque se ha logrado la crista-
lizacidn de esta enzima (56) no ha sido posible resolver
su estructura fina mediante el andlisis de difraccidn de
rayos X debido a su complejidad estructural. Este método
resulta por el momento afin menos adecuado para aplicarlo

a las enzimas de eucariontes.

Modificacién quimica del sitio activo. Aunque resulta més
indirecto, es posible de este modo ubicar aquellos residuos
implicados directamente en la catdlisis enzimética. Esta
ha sido una herramienta utilizada ampliamente para estu-
diar los sitios activos de varias enzimas (57). Esta téc-
nica permite variaciones mis elaboradas como la denomina-
da marcacidn por afinidad (58). Se ha elegido esta forma
de abordar un estudio del sitio activo de las RNA polime=
rasas porque es la més factible de aplicar a las enzimas
de organismos superiores y lograr un estudioc comparativo

de ellas. Gran parte de la informacidén existente respecto



a)

b)

c)

al sitio de la enzima bacteriana se ha logrado mediante
esta metbdica.

La RNA polimerasa de E., coli, la mas estudiada en este as-
pecto, posee presumiblemente en su sitio activo, varios
residuos aminoacidicos que al parecer son importantes pa-
ra la funcidén enzimética:

Grupos amino. Los trabajos de Ishihama y Hurwitz (59)
fueron los primeros en indicar su importancia. Posterior-
mente los trabajos de Nixon y col. (60) y de Wu y col. (61)
también indicaron la participacidén de un residuo & -amino
de lisina en la actividad catalitica.

Residuos de histidina. Su modificacidén por fotooxidacién
con Rosa de Bengala causa incapacidad de catalizar la for-
macidén de enlaces fosfodiéster, aunque las etapas previas
de la reaccidén no se ven alteradas (59). Estudios posterio
res han permitido detectar una inhibicidn de la sintesis
de RNA no ligada a fotooxidacidn de histidina utilizando
este mismo modificador (62).

Residuos de cisteina. Aunque su estudio ha sido bastante
exhaustivo, los resultados de los autores difieren en cuan
to a si su rol mAs importante estd ligado a la catllisis
propiamente tal (63) o a mantener la conformacidn activa
de la enzima (64).

En este trabajo se ha recurrido a piridoxal 5'~fosfato co=

mo reactivo modificador de grupos amino de las RNA polimerasas




de diversas fuentes en un esfuerzo por analizar la naturaleza
del sitio activo y establecer alglin grado de homologia de los
sitios activos qu permita sustentar una hipdtesis de mecanismo
de reaccidén similar en todas las RNA polimerasas. Se escogid es-
te compuesto porque posee un grupo fosfato que puede dirigirlo
hacia el sitio de unibn de grupos fosfato en el centro activo

de las polimerasas, y ademls, porgue la presencia de un grupo
aldehido muy reactivo en su molécula permitiria la reaccidn con
algin grupo amino cercano al sitio activo o involucrado cn &
la catdlisis. Ademés, la caracteristica estructural de este alde-
hido lo asemeja a algunos de los sustratos nucleotidicos que par
ticipan en la reaccidén. E1 PLP ha sido usado en varias otras en-
zimas como reactivo dirigido hacia el sitio de unidbén de fosfato
(65-68).

En este trabajo se demuestra que todas las RNA polimerasas
analizadas son inhibidas por piridoxal 5'-fosfato y tienen una
poblacidén de grupos amino susceptibles de modificarse que alte-
ran una o méAs etapas de la reaccibn total de sintesis de RNA. En
general los resultados demuestran cierta similitud en los sitios
activos de las enzimas y corroboran la analogia estructural res-
pecto a las subunidades, antes comentada, e indican que el reque=-
rimiento de grupos amino en su actividad catalitica parece ser

general.
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I.

METODOS Y MATERIALES

METODOS

A. ENSAYO DE LA ACTIVIDAD RNA POLIMERASICA

La actividad RNA polimerésica se determina midiendo la
incorporacidén de tritio de un nucledtido, usualmente UTP-BH, en
el RNA sintetizado. Como moldes se utilizan generalmente DNA de
bacteriéfago T) y poli d(AT) para la enzima de E. coli y DNA de
timo de ternera para las enzimas de otras fuentes. Luego de in-
cubar la enzima, cofactores y sustratos por 5-10 minutos (tiem-
po durante el cual la formacién de producto demostrd ser lineal
mente dependiente de &ste) el RNA formado se separa del remanen
te de nucledétidos libres. Una alicuota de 0,05 ml de la mezcla
de incubacidén se empapa directamente sobre discos de papel de
DEAE-celulosa (Whatman DE-81) de 2,5 cm de didmetro. Se logra
una elucidn selectiva de los mononucledtidos retenidos en los
discos, mediante 7 lavados con aproximadamente 150-200 ml cada
vez (para 40 discos simulténeamente) de K, HPO, al L%. E1 exceso
de fosfato se elimina con 2 lavados de agua con volimenes simi-
lares. Finalmente se lava 2 veces con etanol al 95% para permi-
tir un secado répido bajo luz infrarroja. La actividad retenida
en los filtros se mide en un contador de centelleo liquido. Los
medios de incubacidén son diferentes, segin la enzima provenga

de E. coli, levaduras o higado de rata.
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1. Medio de incubacién para la enzima de E. coli

Contiene, en un volumen final de 0,06 ml, barbital-HCl
20 mM; glicerol 5%; KC1 100 mMj MgCl2 20 mM; ATP, GTP y CTP
1 mM cada uno; UTP 0,3 mlM; UTP-BH 1,0 nCi; 2-mercaptoetanocl 10 mM;
EDTA O,1 mM, DIT 2,5 mM; y 8,8 ng de DNA de bacteribéfago T, o
10 ng de DNA de timo de termera u 8 ng de poli d(AT). E1 pH final
de la mezcla es 8,0. La mezcla se preincuba 2 minutos a la tempe-
ratura de ensayo previo a la adicidn de enzima. Los ensayos se
realizan generalmente a 30 o 379 segln se indique. En las condi-
ciones habituales de ensayo la concentracién de enzima puede va-
riarse entre 0,025 y 0,275 mg/ml sin afectar la dependencia li=-
neal de la concentracién de enzima y del tiempo de ensayo. En
estas condiciones se permite un consumo hasta de un 20% del sus-—
trato radiactivo. La unidad de actividad enzimAtica estd defini-
da segln Berg y col. (13) y significa la incorporacién de 1 nmol

de UMP-jH en el RNA por incubacidn a 372 durante 60 minutos.

2. Medio de incubacidn para la enzima I de levaduras

Contiene, en un volumen final de 0,06 ml, los siguientes
componentés: barbitnl~HC1 12,5 mMj MnCl, 1,6 mM; NaF 6 mM; ATP,
GTP, CTP 0,6 mM, UTP O,1 mM, UTP-BH 0,48 nCi; DNA de timo de ter
nera 9,6 pg, 2-mercaptoetanol 2,5 mM, glicerol 15%, sulfato de
amonio 16 mM, DTT 1 ml, Mg012 2,5 mM, EDTA 0,25 mM, el pH final
de la mezcla es 7,9. El ensayo se realiza a 302 y durante 5 mi-

nutos a una concentracidén final de enzima de 0,16 mg/ml .




(la formacién de producto demostrd ser lineal en estas condi-

ciones).

3. Medios de incubacidén para las enzimas I y II de higado de

rata

La mezcla contiene en 0,06 ml: barbital-HC1l 20 mM (pH 7,9),
MnCl, 1,6 mM, NaF 6 mM, ATP, GIP, CTP 0,6 mM, UTP-"H 0,4 nCi,
DNA de timo de ternera 15 pg, 2-mercaptoetancl 5 mM, glicerol
12,5%, DTT 0,05 mM. La enzima I fue ensayada en presencia de
sulfato de amonio 0,04 M y la enzima II en 0,12 M sulfato de amo-
nio. La mezcla se incubd durante 5 o 10 minutos a 372C a una con-
centracién de proteinas entre 0,31 y 0,53 mg/ml. Se utilizd bar-
bital-HC1l como tampdén, ya que no presenta grupos amino primarios
que pudieran formar una base de Schiff con PLP. Este compuesto
no tiene ningin efecto inhibitorio sobre la actividad enzimAtica.
En todas las mezclas de incubacidn se comprobd que el pH final

fuera el indicado.

B. ENSAYO DE UNION DE RNA POLIMERASAS A DNA

Se usbé el método de Jones y Berg (69) modificado segfin
Hinkle y Chamberlin (70). Este procedimiento se basa en la pro-
piedad de las enzimas de ser retenidas cuantitativamente en tik
tros de nitrocelulosa. En cambio el DNA, en las mismas condicio
nes, no es retenido. Al usar DNA radiactivo, la retencibn del
isbtopo en el filtro es una medida directa de la formacidn del

complejo enzima-DNA. Con este objeto se incuba la enzima a 379
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durante 10 minutos en un volumen final de 0,1 ml con 0,3 ug de
DNA—BH de células HTC, o alternativamente con 2 nmoles de poli
d(AT)-BH en una mezcla que contiene 50 pg de BSA, barbital-HCl
20 mM, pH 8,0, MgCl, 10 mM, NaCl 100 mM, 2~mercaptoetanol 10 mM
y EDTA 1 mM (solucién de unibn). Esta mezcla se preincuba previa
mente 2-3 minutos a 372 y luego se inicia el ensayo agregando

la enzima cuya concentracidn se varia entre 10 y 200 ug/ml para
la enzima de E. coli v 10 y 120 pg/ml para la enzima de levadu-
ras. La incubacidn es finalizada agregando 1 ml de solucidn de
unidén que carece de BSA, la mezcla es ripidamente removida con
pipeta pasteur y filtrada en discos de nitrocelulosa de 24 mm

de difmetro (millipore tipo HAW24). Los discos han sido previa-
mente sumergidos en solucidén de unidn sin BSA al menos por 2 ho-
ras. La filtracidn se realiza en un aparato con el sistema Milli
pore acondicionado para el filtrado simult&neo de 12 discos. Lug
go de lavar 2 veces con 1 ml de solucidn de unidén sin BSA, los
filtros se remueven y se secan bajo luz infrarroja. Se determina
su radiactividad en contador de centelleo liguido. Entre un 2-4%
del DNA-BH queda retenido en el filtro, en ausencia de enzima,

en las condiciones descritas.

C. ENSAYO DE INICIACION DE LA SINTESIS DE RNA

El ensayo de iniciacién se basa esencialmente en el méto-
do de Krakow y Fronk (71) que permite medir la reaccién de in-

{32, . Ha . 4
tercambio de ;3 P-PP, dirigida por poli d(AT) en presencia de
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ATP y UTP.

La reaccidn de iniciacién después de la unidn a DNA hasta
la formacidén del primer enlace fosfodiéster puede resumirse en
el esquema siguiente:

DNA

enzima
= pppApU + pp

1) pppA + pppU

r
Esta reaccidn es reversible y en presencia de !32£1-PPi
puede lograrse la incorporacibén de éste (abreviado p*pBE en la

ecuacidn) en un nucledtido, como se indica en la reaccidn siguien

te:
DNA
. enz1%§ o
2) 4 ApU e A 4+ - pU
PP pppAap —_— PPpP PP P

Lo enzima de E. coli nativa o modificada con PLP (ver mo~
dificacidén de la enzima por PLP) se agrega en una concentracidn
final de proteinas de 0,1 mg/ml a una mezcla de incubacibn que
en un volumen final de 0,1 ml contiene: Tris-HC1l 50 mM (pH 8,0);
2-mercaptoetanol 10 mM; MgCl, 4 mM; poli d(AT) 8 pg; ATP 4 x 10-6
M; UTP 4 x 10"1* M y{BaP-j -PP, 0,32 1uCi. La mezcla se incuba a 379
durante 30 minutos. La reaccidén se detiene agregando 0,2 ml de
EDTA 0,2 M (pH 6,0) y 0,71 ml de una solucidén saturada de NaqPZO?
a 252 y ajustada a pH 6,0 con KH PO, sb6lido. La separacidn del
?2E5—PP1 se logra por adsorcién de los nuclebtidos en carbon

activado. Antes de usar, 10 g de carbén en polvo se tratan con
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500 ml de HC1 0,1 N y luego de 30 minutos se filtra por Buchner
Y se lava exhaustivamente con 3 litros de agua destilada hasta
que la conductiviaad del filtrado haya descendido a 10 pmho. U=
na vez detenido el ensayo de iniciacidn, se agrega 0,2 ml de una
suspensidén que contiene 2,5% de carbdén activado y 0,25% de dex-
transulfato de sodioc disuelto en Na4P207 10 mM ajustado a pH 6,0
con KH2P04° Luego se agregan 3 ml de Na4P207 10 mM ajustado a
pH 6,0 con KH2P04 y se filtra por discos de fibra de vidrio
(Whatman GF/C) de 25 mm de difmetro, previamente remojados duran-
te 2 horas en Na4P207 10 mM (pH 6,0). 8e filtra en forma suave
con bomba de vacio y los filtros se lavan con 9 ml (3x3 ml) de
N84P207 10 mM ajustado a pH 6,0. Luego de secarlos bajo lémpara
infrarroja se determina su radiactividad en liquido de centelleo
TENAP (ver medicién de radiactividad). El dextransulfato de so-
dio tiene por objeto permitir la adhesidn del carbdn al filtro
mediante la formacidén de una pelicula de carbdn compacta, que

no flota en el liquido de centelleo (72). Los valores de radiac-

3

tividad de! 23}~PPi fueron debidamente normalizados segfin la cur-

va de desintegracidn del isdtopo.
D. ENSAYO DE LA UNION DE PLP A RNA POLIMERASA

1. Método espectrofotométrico

El ensayo de unidn de PLP a RNA polimerasa de E. coli me-
diante andlisis espectrofotométrico permite calcular el nfimero

de moles de PLP unidos covalentemente a la enzima. Esto se realiza
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midiendo los valores de absorbancia a 325 y 280 nm que correspon-
den a los méAximos de absorcidn de N-£ -fosfopiridoxil-lisina y
RNA polimerasa a partir de espectros de la enzima tratada con
diferentes concentraciones de PLP. El procedimiento para una de-
terminada muestra es el siguiente: A partir de la enzima més pu-
rificada (20 mg/ml) , se prepara una dilucidén comin para varias
muestras, en una mezcla que contiene barbital-HCL 20 mM (pH 8,0),
glicerol 10%, MgGILa 2 mM, EDTA 0,2 mM, DIT 1 mM y alcohol isopro-
pilico 0,026% (v/v). La concentracidén final de proteinas es de
0,3 mg/ml. A 0,98 ml de esta dilucidn se agregan alicuotas apro-
piadas de PLP disuelto en BGMED para dar concentraciones finales

> B

entre 0,5 x 10 © M y 50 x 10°” M en un volumen final de 1,0 ml.
Luego de incubar los tubos durante 30 minutos a 302 se reduce la
base de Schiff formada con 5 pml de una solucién recién preparada
de N&BH4 0,2 M y se woloca de inmediato en hielo. Diez minutos
después se sacan alicuotas de 20 pl de cada tubo para ensayo de
actividad en duplicado, segln se describe anteriormente. ELl re-
manente de cada tubo se somete a difdlisis contra 1 litro de tam-
pén fosfato 0,1 M pH 7,5 que tiene adem&s EDTA 0,1 mM, Mg012 2 mM,
2-mercaptoetcnol 2 mM y glicerol 5%. La didlisis se realiza por
20 horas con 5 cambios.

Los espectros se determinaron en un espectrofotdémetro de
doble haz Cary modelo 118-C utilizando cubetas de 1 cm de paso

de luz. En la cubeta de referencia se coloca sbélo tampbén de did~

lisis y se ajusta previamente la linea base en el rango de 270 =
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500 nm usando el sistema de autocompensacibén de ranura, segin

lo permite el aparato. Un fondo escala de 0,1 unidades de absor
bancia resultd satisfactorio en la mayoria de los casos. El ani
lisis espectral permite definir los méximos de absorcibén a 325 nm
que fueron utilizados posteriormente para el calculo de los mo=-
les de fosfopiridoxil-lisina presentes en la enzima consideran-
do un coeficiente de extincién molar para N-£ -fosfopiridoxil-
lisina igual a 10.150. La concentracién de enzima se determind
después de la didlisis a 280 nm en base al coeficiente de extin-
cibn Eé%c = 6,5 definido por Richardson (73). El andlisis espec-

tral asegura que la reduccidn con NaBHu ha sido completa.

2. Método radiactivo

a) Reduccidn con NaB-BHq. La incorporacidén de PLP se midid
siguiendo un procedimiento basado en la retencién cuanti-
tativa de la RNA polimerasa en filtros de nitrocelulosa
(69,74). La RNA polimerasa I de levaduras (0,8 mg/ml) se
incubd en un volumen de 0,1 ml, con concentraciones de
PLP entre 0,02 y 0,4 mM, durante 20 minutos, a 302, en
tampén barbital-HC1l 20 mM, pH 7,9, glicerol 10%, Mg012
5 mM, EDTA 0,5 mM y DIT 0,5 mM. Luego se agregd NaB—3H4
1 mM (185 Ci/mol) y se incubd 5 minutos méas a 02, Para
determinar el nfimeroc de moles de PLP por mol de enzima I

de levaduras que la inactivan completamente, se procesaron
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b)

idénticamente otras muestras, pero se redujeron con NaBHu
no radiactivo y se ensayaron para determinar la actividad
enzimdtica. Las muestras radiactivas posteriormente se tra
taron con un exceso de NaBH4 (0,1 M final), se filtraron
en discos de nitrocelulcsa (millipore HAWP, 0,45 n) y se
lavaron exhaustivamente con NaBH4 1l mM. Los filtros se se-
caron y se contaron en liquido de centelleo "filter solv"
(Beckman). La incorporacién de 1 mol de PLP por mol de en-
zima retuvo 8.500 cpm en el filtro. La marcacién de las
subunidades de la RNA polimerasa de E. coli y de la enzima
I de levaduras se realizd también reduciendo con NaB-BHq,
pero las enzimas se precipitaron con TCA; las subunidades
marcadas se separaron por electroforesis en geles de poli-
acrilamida-SDS y la radiactividad se visualizd por fluoro-
grafia.

Incorporacidn de PLP—3H preparado quimicamente. Se midid
en base a la retencidn cuantitativa de la enzima en filtros
de nitrocelulosa (69,74). Para la determinacidn del nfimero

de moles de PLPmBH unidos por mol de enzima y que la inac=-

tivan completamente, se incubd la RNA polimerasa de E. coli

(0,2 mg/ml) en un volumen de 0,1 ml, con PLP-"H (26 Ci/mol)
entre 0,0091 y 1,6 mM a 372, durante 20 minutos, en BGMED

(barbital-HC1 20 mM, pH 8,0, glicerol 5%, MgCl. 10 mM, EDTA

2
0,1 mM y DTT 0,1 mM) o bien, en solucidén de unidn BBB (bar-

bital-HC1 20 mM, pH 8,0, MgCl, 10 mM, EDTA 1 mM,
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2-mercaptoetancl 10 mM y NaCl 100 mM). Se redujo con NaBH,,
2 mM a 02, se diluyd a2 1 ml con la misma solucidén usada

en la incubacidn, y se filtrd en discos de aitrocelulosa.

Los filtros se lavaron con 5 ml del mismo tampdn, se seca-
ron y se determind la radiactividad en el liquido de cen-

?

telleo usual. Aproximadamente un 6% de PLP-"H quedd rete-
nido en el filtro, en ausencia de enzima en las condicio=
nes descritas. Los experimentos de proteccidén por nucled=-
tidos, DNA y antibibéticos se realizaron en forma similar,
incubando la RNA polimerasa de E. coli (aproximadamente
0,6 mg/ml) en tampdn BGMED, con PLP-BH 0,1 mM y luego se
redujo con NaBH4 2 mM. Para analizar el efecto protector
se preincubd previamente el compuesto con la enzima un
tiempo adecuado, antes de ensayar la unidén de PLP—BH. Las

demés condiciones fueron las mismas descritas anteriormen-

te.
E. PURIFICACION DE LAS ENZIMAS

1. RNA polimerasa de E., coli

Para purificar esta enzima se han utilizado los métodos
de Berg y col. (13) y Burgess y Jendrisak (15) con algunas modi-
ficaciones. En ambos casos se obtiene una enzima mAs de 90% pura,
como se deduce del anAlisis electroforético en geles de poliacril=-

amida. E1 método de Burgess y Jendrisak presenta ciertas ventajas
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como son su simplicidad, rapidez Yy fécil purificacidén de la en=-

zima en gran escala.

1.1.

a)

b)

Método de Berg y col.

Preparacién del extracto: 100 g de célula de E. coli cepa
K-12 congeladas se mezclan con 300 g de arena de vidrio ¥y
90 ml de tampén A (Tris-HCL 50 mM pH 8,0, MgCl, 10 mM, DIT
0,1 mM, EDTA 0,1 mM y glicerol 5% v/v) y se rompen en una
licuadora Waring Blendor manteniendo la temperatura entre
4-102 por inmersiones sucesivas en un bafio de metanol a
-809., Durante la homogenizacidén, si es necesario, se agre=
ga mAs arena de vidrio para mantener la consistencia de la
mezcla. Luego de homogenizar durante 12 minutos en lapsos
de 2 minutos cada vez utilizando la posicidén intermedia de
la licuadora, y enfriando el extracto seglin se requiera,
se agregan 120 ml de tampén A y se homogeniza un minuto a
baja velocidad. Se deja sedimentar la arena de vidrio du-
rante 20 miautos, se separa el sobrenadante y la arena de
vidrio se lava con 105 ml de tampdn A. Se homogeniza nue-
vamente en la licuadora por 1 minuto a velocidad reducida
y se deja decantar nuevamente. Los sobrenadantes obteni-
dos se juntan y se centrifugan en rotor GSA a 27.000 x g
durante 90 minutos (fracciém I, 185 ml).

Remocidén de Acidos nucleicos. Esta etapa del procedimien-

to de Berg y col. utiliza desoxiribonucleasa para remover
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el DNA presente en el extracto, pero se ha reemplazado por
la modificacidén descrita por Mangel (75) que consiste en
agregar DEAE-celulosa equilibrada con KCL 0,3 M al extrac-
to con lo que se remueve un 25% de los Acidos nucleicos.

A la fraccién I de la etapa anterior se agrega KCl sblido
hasta una concentracidén 0,3 M. Luego se agrega 40 g de
DEAE-celulosa parcialmente seca (82% de humedad) previa-
mente equilibrada con KCl 0,3 M en tampdn A y se agita

por 20 minutos a 02, La mezcla se coloca en una columna

de vidrio con lana de vidrio en el fondo, para retener la
DEAE-celulosa y permitir la elucidén del extracto. La colum
na se lava con 50 ml de tampbén A con KC1 0,3 M. El eluido
¥ el lavado se juntan y se precipita con sulfato de amonio
(36 g/100 ml extracto) ajustando el pH a 8,0 con NaOH. Se
deja precipitando durante la noche. Se centrifuga a 20.000
rpm por 40 minutos y el precipitado se homogeniza con 100
ml de sulfato de amonio al 55%. Se agita por 20 minutos a
Lo, Se repite la centrifugacidén anterior y el precipitado
obtenido se homogeniza con 100 ml de sulfatoc de amonio

1,2 M. Se agita como antes. Se centrifuga nuevamente y el
sobrenadante se lleva a 2,5 M agregando sulfato de amonio
sélido. Se deja en reposo durante la noche. El precipita-
do se disuelve en aproximadamente 400 ml de tampbén A (frac

eibn II).
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c)

a)

Fraccionamiento con sulfato de protamina: Se ajusta la con-
ductividad de la fraccidén II a 2 ppm de sulfato de amonio
(diluida 1:5.000). Esto se logra generalmente agregando 80

ml de H,O bidestilada a 400 ml de la fraccibén II. Se pre-

2
cipita esta fraccidn agregando 19,5 ml de sulfato de pro-
tamina al 1% en H,0 bidestilada. Luego de colectar el pre=-
cipitado por centrifugacidén se lava con 60 ml de acetato
de magnesio 0,1 M en tampdn A y se centrifuga como antes.
El precipitado se extrae con 80 ml sulfato de amonio 0,1
M y se agita por 60 minutos a 4Q. La centrifugacidn se
realiza como ‘ya se ha descrito. El sobrenadante (76 ml)
corresponde a la fraccidn III.

Fraccionamiento con sulfato de amonio: La fraccidén III se
precipita agregando sulfato de amonio hasta 55% de satura
cién manteniendo el pH en 8,0. Luego de 15 minutos el pre
cipitado se separa por centrifugacidén y se le somete a ex
traccidnes sucesivas con sulfato de amonio en tampdn A
2,0 M (38 m1); 1,8 M (38 m1) y 1,6 M (25 ml). Luego de ca
da extraccidn se deja agitando por 15 minutos a 42 y se
separan los sobrenadantes por centrifugacidén a 20,000 rpm
por 20 minutos en rotor S$S-34 (Sorvall). Se juntan los so
brenadantes y se precipita con sulfato de amonio sdlido
2,5 M final, pH 8,0. El precipitado se centrifuga en ro-
tor HB-4 (Sorvall) a 11.500 rpm durante 90 minutos, y se

disuelve en 30 ml de tampén A (fraccidn IV).
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e)

£)

Cromatografia en DEAE-celulosa. Se utiliza una columna de
2,2 x 14 cm equilibrada con tampédn B. Se coloca la fraccidn
IV (30 mg) y se lava con un volumen de columna. Se eluye
con 300 ml de una gradiente lineal de KCL 0,1 M en tampdn

B con un flujo de 1 ml/min. Se colectan fracciones de 6 ml
y aquellas con la mayor actividad especifica se precipitan
con sulfato de amonio agregando 0,004 ml de NaOH 1 N por
ml de solucidn. E1l precipitado se colecta por centrifuga-

cidn y se disuelve en tampdn de almacenaje (tampén A con

50% de glicerol) a una concentracién de proteinas de 5 mg/ml

(fraccidn V).

Cromatografia en Bio-gel P-300. Esta etapa se realiza s56-
lo si se desea una preparacibn muy purificada. 10-80 mg

de enzima (fraccién V) se precipitan con 1,5 volimenes de
sulfato de amonio saturado (pH 8,0) y se centrifuga en ro=
tor HB-4 (Sorvall) a 11.500 rpm. El precipitado se disuel-
ve en tampdén A para dar una concentracién de proteinas de
20 mg/ml. La muestra se coloca en una columna de Bio-gel
P-300 de 2,5 x 100 cm equilibrada y eluida con tampdn A.
La cromatografia se hace con flujo inverso para evitar el
empacamiento del gel. Se colectan fracciones de 5 ml a un
flujo de 10 ml/hora., Las fracciones activas se precipitan
y se guardan como se describe en la etapa anterior. La en-
zima obtenida en esta etapa es mds de 90% pura y posee una
actividad especifica de 6.200 U/mg usando DNA de fago T

como molde.
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En algunos casos, esta etapa ha sido reemplazada por una

cromatografia en DNA~celulosa (76).

1l.2. Método de Burgess y Jendrisak.

a) Ruptura de las células. Esta etapa que originalmente uti-

liza lisozima y desoxicolato para romper las células, ha
sido reemplazada por la del método de Berg y col. (13) u-
sando reactivos y tampones como lo indican Burgess y Jen-
drisak (15). 300 g de células de E. coli cepa K-12 conge-
ladas se rompen en fragmentos pequefios y se agregan 400
ml de tampén TGED (tris-HCl 10 mM pH 8,0, glicerol 5%
(v/v), EDTA 0,1 mM y 2-mercaptoetanol 20 mM) que contie-
ne NaCl 0,2 M y fenilmetilsulfonilfluoruro 23 ug/ml junto
con 840 g de arena de vidrio previamente equilibrada en
el mismo tampdén. Se homogeniza en Waring Blendor en la
posicidn minima 3 veces por 3 minutos. Luego se agregan
180 g més de arena de vidrio para mantener la consistencia
del extracto y se homogeniza nuevamente 2 veces por 3 mi-
nutos en la posicidn méxima. Luego se agregan 250 ml de
TGED + NaCl 0,2 M y se homogeniza 1 minuto en la posicidn
minima. Se separa el sobrenadante por decantacién durante
30 minutos y la arena de vidrio se lava nuevamente con 250
ml de TGED + NaCl 0,2 M. Se homogeniza 1 minuto en la po-
sicidén minima y se decanta nuevamente en igual forma. El
sobrenadante obtenido se junta con el anterior y se homo=-

geniza durante 30 segundos a alta velocidad. Se agrega
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b)

c)

500 ml de TGED + NaCl 0,2 M y se repite la homogenizacidn.
Este homogenizado (aproximadamente 2.000 ml) se centrifuga
en rotor GSA "Sorvall) a 8.000 rpm por 6C minutos. Se ob-
tiene un sobrenadante dmbar (1.340 ml).

Fraccionamiento con Polimina P. Se prepara una solucidén de
polimina P 5% (v/v) en H,O bidestilada y se lleva a pH 7.3
con HC1 6 N obteniéndose una solucidén opalescente. Se agre-
gan 47 ml de esta solucidn al sobrenadante de la etapa an-
terior (1.340 ml) para dar una concentracidén final de Poli-
mina P de 0,35% (v/v) y se agita lentamente por 5 minutos
obteniéndose un precipitado blanco. Se centrifuga en rotor
GSA a 7000 rpm por 15 minutos y el precipitado se resuspen
de con homogenizacidn en 1.200 ml de TGED + NaCl 0,5 M. Se
agita durante 5 minutos y se¢ centrifuga en la misma forma
anterior. El precipitadc se resuspende nuevamente por ho-
mogenizacién con 1.200 ml de TGED + NaCl 1,0 M y se agita
por 5 minutos. Se centrifuga por 30 minutos a 7000 rpm ¥y

el sobrenadante (1120 ml) se precipita con sulfato de amo=-
nio sélido (35 g por 100 ml de sobrenadante) ajustando el
pH a 8,0. Se deja precipitando durante la noche a 42,
Cromatografia en DNA-celulosa: Se usa columna de DNA-celu-
losa de 2,5 x 40 cm que contiene 0,77 mg de DNA de timo de
ternera por ml de celulosa preparada como se indica en Ma-
teriales y Métodos. El precipitado obtenido del fracciona-

miento con Polimina P se centrifuga en rotor GSA (Sorvall)
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d)

a 9000 rpm por 45 minutos y se disuelve en TGED (480 ml)
hasta obtener una conductividad equivalente a TGED + NaCl
0,15 M. La co"umna previamente equilibrada con TGLD + NaCl
0,15 se carga con 480 ml de la solucién de enzima y se la-
va con 400 ml del mismo tampén. Luego se aplica un gradien
te lineal de NaCl 0,15-1,0 M (250 + 250 ml). Las fraccioc-
nes con mayor actividad enzimltica se colectan (240 ml) y
precipitan con sulfato de amonio (35 g/100 ml de solucidn)
ajustando el pH a 8,0. Se deja precipitando durante la no-
che a 42 y se centrifuga en rotor HB-4 (Sorvall) a 10,000
rpm por 70 minutos. El precipitado se disuelve en 6,0 ml
de TGED + NaCl 0,5 M dando aproximadamente 40 mg/ml de
proteinas,

Filtracidén en gel a fuerza idnica alta. Mediante esta eta-
pa es posible eliminar impurezas que difieran en peso mo-
lecular con la enzima. Para esto se recurre a filtracidn
en geles de agarosa en alta fuerza idnica para cbtener la
enzima en su estado monomérico (PM 500.000). Para esto se
ha usado una columna de Bio-gel A 1,5 m de 1,5 x 72 cm o
alternativamente una columna de Sepharosa 6B (2,5 x 75 cm)
obteniéndose an ambos casos los mismos resultados. Las co-
lumnas se cargan con aproximadamente 3,0 ml de la solucidn
de enzimas y se eluye con TGED + NaCl 0,5 M. 8e colectan
fracciones de 2 ml a un flujo de 0,4 ml/min. Se ensaya ac-

tividad y proteinas a 280 nm en las fracciones. Se juntan
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2. RNA

aquellas con mayor actividad enzimética y se precipitan
con sulfato de amonio sblido como se ha descrito antes.
El precipitado obtenido se centrifuga en rotor HB-4 (Sor-
vall) a 9000 rpm durante 70 minutos y se disuelve en
aproximadamente 4-5 ml de tampdn de almacenaje (barbital
20 mM pH 8,0, MgCl,10 mM, EDTA O,1 mM y glicerol 50%)

dando una concentracidn de proteinas entre 10 y 20 mg/ml.

polimeresa de higado de rata

tir de

Roeder

(4o) ¥y

Las polimerasas I y II se purificaron parcialmente a par=~
nficleos por un método que combina los procedimientos de
y Rutter (27). Kedinger y cole. (?77), Gissinger y Chambon

Kedinger y Chambon (41). La enzima I fue purificada por

fraccionamiento con sulfato de amonio, cromatografia en DEAE=ce~

lulosa, cromatografia en DEAE-Sephadex y centrifugacién en gra-

diente

de glicercl. Para la enzima II se utilizaron las mismas

técnicas, omitiéndose la cromatografia en DEAE-Sephadex. Las

etapas

a)

de purificacién se describen en detalle a continuacidbn:
Solubilizacidén de la enzima y remocidén de la cromatina.
Los nucleos obtenidos de 1400 g de higado de rata, prepa-
rados por el método de Widnell y Tata (78) se lisan en
sulfato de amonio 0,3 M y se someten a sonicacibn por 5
minutos en un sonicador Bronwill Biosonic III. Después de
diluir el sulfato de amonio a 0,1 M con TGMED (Tris-HCl

50 mM pH 7,9, glicerol 30%, MgCl, 5 mM, EDTA 0,5 mM y DIT
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b)

c)

0,5 mM) se centrifuga a 44.000 x g durante 30 minutos. Las
proteinas del sobrenadante se precipitan con sulfato de
amonio sélido a 50% de saturacidn y a pH 8,0. Luego de una
nueva centrifugacidén igual a la anterior, el precipitado
se disuelve en TGMED.

Cromatografia en DEAE-celulosa. La solucién de enzima se
ajusta a una concentracibén final de sulfato de amonio de
0,05 M por anélisis conductimétrico y se aplica en una
columna de 350 ml (30 cm de largo x 4 cm de didmetro). Las
enzimas I y II se separan por elucidn fraccionada como lo
describe Mandel y Chambon (79) usando, secuencialmente
TGMED que contiene sulfato de amonio 0,05, 0,12; 0,1k4;
0,16 y 0,30 M. Las fracciones que contienen enzima I elui-
das con sulfato de amonio 0,12 M se juntan y precipitan
con sulfato de amonio sdlido a pH 8,0. Se centrifuga como
antes y se disuelve en TGMED. El mismo procedimiento se
sigue para las fracciones que contienen la enzima II las
cuales son eluidas con sulfato de amonio 0,3 M.
Cromatografia en DEAE~Sephadex. El método se basa en los
principios de filtracidn idnica (80). La enzima I de la
etapa anterior se ajusta a una concentracién final de
sulfato de amonio 0,3 M y se deposita en una columna de

40 em x 3 cm de difdmetro que contiene DEAE-Sephadex A~25

previamente equilibrado con sulfato de amonio 0,1 M en

TGMED. La cclumna se eluye con TGMED-sulfato de amonio 0,3 M.
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Los tubos con mayor actividad especifica se juntan ¥ pre-
cipitan con sulfatc de amonio sSlido a pH 8,0.

d) Centrifugacidn en gradiente de densidad de glicerol. La
enzima I proveniente de la cromatografia en DEAE-Sephadex
0 la enzima II de la cromatografia en DEAE-celulosa se so-
meten a centrifugacidén en una gradiente lineal de glicerol
entre 15 y 30% como lo describe Kedinger y Chambon (41).
El tampdén usado fue BGMED que contiene barbital HC1 20 mM
(pH 7,9) en lugar de Tris-HCl 50 mM pH 7,9. Se juntan las
fracciones activas, se ajusta la concentracidn de glicerol
a 50% y se guarda a -802 hasta su uso. De este modo se ob-
tienen la enzima I de higado de rata con una actividad es-
pecifica de 20 U/mg de protefna y la enzima II de la misma

fuente con 38 U/mg de proteina.

3. RNA polimerasa I de levaduras

La enzima I proveniente de levadura fue purificada por el
método descrito recientemente por Valenzuela y col. (37). Las
etapas de purificacidén se describen en detalle en los parrafos
siguientes.

a) Preparacibén del extracto. Las células de levadura en fase
logaritmica tardia, se colectan por centrifugacidén a baja
velocidad, se lavan resuspendiéndolas en agua destilada
fria y en 2 1. de tampén de extraccién (Tris-HCL 0,02

pH 8,0, glicerol 10% MgCl2 0,01 M, 2~mercaptoetanol 0,01 M,
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b)

EDTA 0,5 mM, sulfato de amonio 0,3 M, flururo de fenil me-
til sulfonilo 1 mM y 1% de DMSO, por 1000 g de células (pe-
so hlimedo). Tu.s células lavadas se suspenden en una peque-
fia cantidad de tampdn de extraccidn, y la pasta formada se
agrega gota a gota sobre nitrdgeno liquido.

Los precipitados obtenidos son almacenados a -802. Las cé-
lulas preparadas de este modo pueden mantenerse por varios
meses sin cambios apreciables en la actividad RNA polimerd
sica. El extracto de levadura se prepara por el método de
Bhargava y Halvorson (81l) con las modificaciones de Hager
y Holland (82). Las células congeladas se rompen en una
celda de Eaton (83) de 200 ml de capacidad en una prensa
de French a una posieidn de 10,000 psi. Las células rotas
se agitan con 2,2 1 de tampdn de extraccién y el pH se a-
justa a 8,0 con Tris sélido. Este homogenizado se centri-
fuga a 27.000 x g durante 60 minutos (centrifuga Sorvall,
rotor GSA). La parte clara del sobrenadante corresponde a
aproximadamente 2,5 1 de fraccidén 1. Esta fraccidn contie-
ne en promedio 30 mg/ml de proteina.

Tratamiento con fosfocelulosa. 4 2,5 1 de la fracecidn 1

se agregan 500 g (peso hiimedo) de fosfocelulocsa previamen
te equilibrada con tampén B (Tris HC1 20 mM, pH 8,0, 2-mer
captoetanol 10 mM, EDTA 0,5 mM y glicerol 10%) que contie-
ne sulfato de amonio 0,15 M. Después de mezclar, la concen

tracién de sulfato de amonio se reduce a 0,15 M agregando
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c)

un volimen més del mismo tampdén. La suspensibén se agita
lentamente por 30 min y luego se filtra a través de papel
filtro en Buchner sin permitir que la fosfocelulosa se
seque. La pasta obtenida se suspende en 4 1 del mismo tam
pén B que contiene sulfato de amonio 0,15 M. Se agita por
10 minuos y se colecta nuevamente por filtracidn. Este la-
vado se repite 3 veces. Después de la Gltima filtracidn
la pasta se suspende en 1 1 de tampdn B, que contiene sul-
fato de amonio 0,4 M. Se agita lentamente por 30 minutos

y se filtra de igual manera que antes. El1 filtrado (1,3 1)
contiene RNA polimerasa con una actividad especifica de

32 U/mg de proteinas (fracecidn 2).

Tratamiento con DEAE celulosa. 500 g (peso hiimedo) de DEAE

celulosa previamente equilibrada en tampdén C (Tris-HC1l 20
mM pH 8,4; 2-mercaptoetanol 10 mM y EDTA 0,5 mM) que con-
tiene sulfatoc de amonio 0,1 M se agregan a 1,3 1 de. frac-
cidn 2. Después de mezclar, la concentracidén de sulfato

de amonio se baja a 0,1 M agregando 3 vollmenes de tampdn
C. La suspensién se agita suavemente por 30 minutos, se
filtra como se ha descrito antes y se lava 4 veces con 2 1
del mismo tampdén anterior. La RNA polimerasa se eluye sus=~
pendiendo y agitando la pasta de celulosa por 30 minutos,
en 800 ml de tamp3n C que contiene sulfato de amonio 0,3 M.
Luego de la filtracidén se obtienen 900 ml de solucidn de
enzima con una actividad especifica de 100 U/mg de proteina

(fracecidn 3).
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d) Cromatografia de filtracidn idnica por DEAE-Sephadex. La

c)

fraccién 3 se precipita, con 35 g de sulfato de amonioc por
100 ml de solucidn. Después de la disolucidn de la sal,

se deja precipitar toda la noche a 42 y se centrifuga a
50.000 x g por 30 minutos. El precipitado se disuelve en
12 ml del tampbén B que contiene ademds 30% de glicerocl y
0,35 M sulfato de amonio y se aplica a una columna de 30
x 4 cm de dilmetro empacada con DEAE-Sephadex A-25. La
columna ha sido previamente equilibrada con tampén Tris-
HC1 20 mM pH 8,0 que contiene ademés glicerol al 25%,

EDTA 0,5 mM. 2-mercaptoetancl 20 mM y sulfato de amonio
0,1 M. La columna se eluye con el mismo tampdn que con=
tiene sulfato de amonioc 0,35 M. Se¢ juntan las fracciones
con actividad (53 ml). La enzima tiene una actividad espe-
cifica de 195 U/mg de proteina (fraccidn 4).
Centrifugacién en gradiente de concentracidn lineal de sa-
carosa . La fraccibdn 4 se precipita por didlisis contra
tampdén B saturado con sulfato de amonioc. El precipitado

se separa por centrifugacidén a 27.000 rpm durante 45 minu
tos (rotor Beckman SW-27) y sc disuelve en tampbn B con
20% de glicerol y KC1 0,2 M en un volumen final de 3,6 ml.
Alicuotas de 0,6 a 1,0 ml se depositan en tubos de 13 ml
con gradientes de sacarosa entre 5-20% (p/v) en Tris-HC1
0,05 M pH 8,0, glicerol 25%, EDTA 0,5 mM, KC1 0,2 M y 2~

mercaptoetanol 0,02 M. Las gradientes se centrifugan a
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40.000 rpm por 28 horas a 42 (rotor Beckman SW=40). Se co=
lectan fracciones de 0,5 ml y se juntan aquellas con mayor
actividad obteniéndose una enzima de actividad especifica
entre 250-300 U/mg, (Una unidad de enzima corresponde a la
incorporacidn de 1 nmol de UMP en 10 minutos a 302), con
una concentracién de proteinas entre 0,75-1,5 mg/ml. La

enzima se guarda a =802 (fraccién 5).

F., EXPERIMENTOS CINETICOS

1. Inactivacidn por PLP y andlogos

La reaccién de inactivacién de las RNA polimerasas por pi-
ridoxal 5'-fosfato y an&logos se realizd incubando la enzima (E;
coli 0,11 mg/ml, I de levaduras 0,25 mg/ml, I de higado de rata
0,53 mg/ml y II de higado de rata 0,31 mg/ml) en un volumen de
0,1 ml de un tampdén que contenia barbital 20 mM, pH 7,9, glice-
rol 10% (se usd 30% con las enzimas de higado de rata para mejo-
rar su estabilidad), MgCl, 5 mM, EDTA 0,5 mM y ditiotreitol (DIT)
0,5 mM. La reaccién se inicidé agregando PLP o andlogos prepara-
dos en el mismo tampbdn. A tiempo adecuado se sacaron alicuotas
de 0,01 ml para la determinacidén de actividad. El valor de acti-
vidad inicial se corrigid por el efecto de dilucidén al agregar

el PLP o anAlogo.
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2. Efecto del pH, concentracién de PLP y fuerza idnica en la

reaccidn de inactivacién

Estos parametros sbélo se estudiaron con la enzima de E.
coli. En los estudios del efecto del pH, todos los tampones
fueron de fuerza idnica 0,1 y se prepararon de acuerdo al Bio-
chemists' Handbook (84), La enzima (0,18 mg/ml) & 3,3 x 1077 M
iconsiderando una pureza del 90% y un peso molecular de 480.000)
se incubd a 302 en un medio de reaccién que contenia 25 mM del

tampén del pH requerido, glicerol 5%, MgCl, 1 mM, EDTA 0,1 mM ¥

2
2-mercaptoetanol 10 mM. La reaccidn se inicid agregando PLP. Se
tomaron alicuotas de 0,03 ml a tiempos adecuados para la deter-
minacidén de actividad enzimética. Paralelamente se realizaron
experimentos controles en los que se omitidé PLP. Se demostrd
ademés que la dilucidén del PLP durante el ensayo de actividad
no afectd significativamente los valores de las constantes de
velocidad en las condiciones ensayadas. Como la enzima sufre u-
na pequefia inactivacidén en el tiempo a diferentes pH, los resul
tados se refirieron como % de actividad de sus respectivos con-
troles. En los estudios del efecto de la concentracidn de PLP,
ésta se varid entre 1 xrlO—q ¥i8 e 10-4 M. El andlisis de fuer-
za ibnica se hizo utilizando diferentes concentraciones de
(NHq)asoq en la reaccidén de inactivacidén por PLP, 2 un pH de
8,6. Las alicuotas para la determinacidn de actividad se diluye

ron de tal modo que todos los ensayos de actividad enzimAtica

se realizaron a una misma fuerza idnica. Las constantes de

35




velocidad de pseudo primer orden se obtuvieron al multiplicar
por 2,303 las pendientes de la diferencia de actividad a tiempo
t y actividad residual supuesta a tiempo infinito (At - A&}).
Los resultados fueron analizados por el m&todo de los cuadrados
menores en un computador digital pdp 8/E, Digital Computer

Corp. Maynard, Mass. U.S.A.

3. Efectos. de temperatura, aminas, NaBHu, sustratos y DNA en

la reaccién de inactivacidén por PLP

Los efectos de temperatura, aminas ¥ NaBHq Sse analizaron
cinéticamente en forma similar a la descrita recientemente en
el parrafo 1. Se incubd la enzima de E. coli (0,11 mg/ml) a
pH 8,0 con PLP 0,1 mM. Después de medir la reaccién durante cier
to tiempo, la incubacién se dividid en dos, ¥y una parte se
traté con Tris-HCl 17,5 mM (compuesto con grupos aminos prima-
rios) y la otra, con NaBH, (2,8 mM). Los valores de actividad
se corrigieron para compensar el efecto de dilucidn de la enzi-
ma. Para las enzimas I y II de higado de rata (ambas 0,38 ng/ml)
se incubd a pH 7,9 con PLP 0,4 mM. El reactivo con aminos prima~
rios (50 mM) se agregd en forma similar a la recién descrita.

La reduccidn se hizo con NaBHq 1,5 mM. Las otras condiciones son
las mismas descritas en el pArrafo 1 de esta seccidn.

El efecto de sustratos y DNA sobre la reaccidn de inacti-
vacién de la RNA polimerasa de E. coli se analizd incubando la

enzima (0,18 mg/ml) simulténeamente con los nucledtidos o ol DNA
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(o ambos) en diferentes concentraciones, con PLP 0,1 mM a pH 8,0.
Otras condiciones y detalles fueron los mismos descritos en el
parrafo 2. Este m.zao estudio se realizd con la enzima I de le=-
vaduras, incubando previamente la enzima (0,4 mg/ml) durante 5
minutos a 302 con los nuclebtidos o DNA y luego se agregb PLP
0,2 mM iniciando la cinética a la misma temperatura y a pH 7,9.
El resto de las condiciones y detalles son idénticos a los men-

cionados en el parrafo 1.

4. AnAlisis espectrofotométrico de formacién de base de Schiff

Esta reaccidén se realizb en tampén barbital~HC1l 20 mM, pH

8,0, glicerol 5%, MgCl2 1 mM, EDTA 0,1 mM y DTT O,1 mM analizan
do el incremento de absorbancia a 430 nm en un espectrofotdmetro
Cary 118-C en cubetas de 1 ml. Las cubetas de muestra ¥y referen-
cia contenian PLP 0,1 mM. Se estudié la cinética de formacidén

de base de Schiff para RNA polimerasa de E. coli (0,18 mg/ml),
DNA de timo de ternera y de bacteribfago T, (0,15 mg/ml), Tris-
HCl 0,2 mM, L-lisina 0,1 mM, ATP, GTP, CTP ¥y adenina 1 mM., La

reaccidén se inicid agregando PLP a la cubeta de muestra.

G. PREPARACION DE DNA

l. DNA de bacteridéfago Ty

El bacteribéfago se obtiene por infeccidn de células de E.

coli B como se describe a continuacidn en a). E1 DNA de este
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bacteridéfago se prepara y purifica por el método de Thomas y
Abelson (85) seglin se indica en b) y ¢).
a) Cultivo bac*criano e infeccidn con fago. Se dispone de

un cultivo en fase estacionaria de E. c¢oli B obtenido

por incubacidén durante toda la noche a 372 en un matriz
de 50 ml con 20 ml de un medio que contiene 10 g/1 de
triptona, 5 g/l de extracto de levadura, 5 g/l de NaCl

¥y gotas de silicona antiespumante. Se infectan 6 matra-
ces de 2 1 que contienen 250 ml cada uno del mismo medio
anterior, con 2 ml del cultivo de E. coli en fase esta-
cionaria y se crece en un agitador New Brunswick a 379
con agitacidén fuerte durante 90 minutos aproximadamente.
En este lapso se verifica el crecimiento bacteriano por
lectura de densidad éptica a 650 nm de alicuotas extrai-
das en forma estéril. Una vez alcanzado el valor de
Do0.peg = 0,1 (18 = 108 células/ml) se procede a infec-
tar con una solucién de fago T, de titulo 5,18 1
unidades formadas de placas/ml (UPP/ml) a una multiplici-
dad de 0,1 (1 fago por 10 bacterias). Luego de la infec=
cién, se aumenta la agitacidn y se continfia la incubaciébn
3 horas mis, hasta que la D'O'650 haya descendido a 0,1

o se mantenga estable en un valor similar. Esto es un in-
dice de lisis bacteriana. El cultivo sz lleva a 42, se
agregan 10 ml de cloroformo, agitando suavemente para com=-

pletar la lisis.
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b) Purificacidén del fago. El lisado se centrifuga a 5000 x £

c)

(5500 rpm durante 15 minutos en rotor Sorvall GSA) para
eliminar los restos celulares. Bl sobrenadante obtenido
se centrifuga a 35.000 x 8 (17.500 rpm durante 25 minutos
en rotor Sorvall 88-34). El precipitado obtenido correspon-
de al fago T)+ Este se suspende en 1/50 del volumen origi-
nal, en una solucibén que contiene amortiguader fosfato 50
mM pH 6,8, NaCl 0, 4%, MgSO, 1 mM y gelatina 0,001%. Se man
tiene con agitacidén lenta a 49 durante la noche. Para una
preparacién més purificada se repite el ciclo de centrifu-
gaciones y se resuspende el fago en la misma solucidn an-
terior. Esta solucién de fagos puede titularse por la téc-
nica corriente de conteo de placas de lisis, formadas lue
go de infeccidn con diferentes dilucicnes de fago en pla-
cas de agar. Generalmente se obtiene un titulo alrededor
de 2 x 1O11 fagos/ml. Esta solucién puede guardarse a 42
adicionando gotas de cloroformo para su preservacidn duran
te algunas semanas.

Obtencidén del DNA del fago. Se basa en la extraceidn de
las proteinas del fago con fenol, quedando el DNA en la
fase acuosa. Se utiliza fenol redestilado y neutralizado
con 1/50 de su volumen, con tampén fosfato 1 M pH 6,8. El
fenol se satura por agitacibén en un embudo de decantacidn
con un volumen igual de agua tamponada de la misma manera.

La solucidén de fago ya purificada se ajusta a un valor de
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absorbancia a 260 nm entre 5 y 15 y se agita con un volu-
men igual de fenol durante 30 minutos a temperatura ambien
te. Se enfria a 40 y se deja en reposo para separar la
fase fendlica de la acuosa. Si la separacidén de fases no
se logra répidamente, se puede entrifugar en tubes Corex
a 5.000 rpm durante 20 minutos en rotor Sorvall 8S8-34. E1
procedimiento de extraccidn fendlica se repite 2 veces mas
en iguales condiciones removiendo cada vez la fase fendli-
ca (inferior) con pipeta Pasteur. Finalmente la fase acuo-
sa se centrifuga a 12.000 rpm por 10 minutos (rotor Sor-
vall SS-34) para remover algunas proteinas residuales. Se
obtiene un sobrenadante claro que se dializa durante la
noche a 42 contra 2 1 de tampdn Tris-HC1 10 mM pH 8,0 y
NaCl 4 g/1. Al dia siguiente se realizan 3 cambios de la
solucidn de di&lisis (2 1 cada 3 horas) y el ultimo se de—
Jja durante la noche. En estas condiciones no se detecta
fenol en la solucidn de diflisis, y se cbtiene una solucidn
de DNA de una concentracidn de 0,23 mg/ml estimada en ba-
se a la absorbancia especifica de 0,0181 cma/ ug (85). Es~
te DNA se concentra a 2,2 mg/ml tratando la bolsa de*did-
lisis con aquacide II la que posteriormente se dializa ex-
haustivamente contra tampén barbital-HCl 20 mM, pH 8,0 y
NaCl 50 mM. Este DNA se guarda congelado a =202 en alficuo-
tas de 1 ml. Sus caracteristicas espectrales revelan una
relacidn de D°O°26O/D‘O'280 de 2,1 lo que indica un alto

grado de purificacidn.
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2. DHA"H.de chlulas de hepatoma de rata (DNAujH de HTC)

Este DNA fue proporciocnado por el Dr. P. Valenzuela y se
cbtuvo en base al método general de Zamenhof (86) que se descri-
be a continucacidén. Se crecen células de tumor hepAticc de rata
en un medio de cultivo estandar en condiciones apropiadas. A un

5

litro de esta solucién con 2,3 x 107 células/ml se agregan 5 mCi
de 5metil~3H?—timidina de actividad especifica 20 Ci/mmol en so-
lucidén acuosa estéril. Se deja en crecimiento por 72 horas y las
células se separan por cehtrifugacidén a 9000 rpm por 30 minutos
en rotor Sorvall GS-3. El precipitado se lava con 20 ml de EDTA
0,1 M pH 7,3 en frio, es homogenizado en Potter y luego se cen-
trifuga a 120.000 rpm por 12 minutos en rotor SS~34, Este proce-
so se repite 2 veces mé&s. E1 DNA se extrae del precipitado con
15 ml de NaCl 2 M frio por homogenizacidn de 3 a 5 minutos en

el mismo tubo de centrifuga y se deja en reposo a 42 durante

la noche. Lo mezcla se centrifuga a 1900 x g a 02 y se obtiene
un sobrenadante opalescente del cual se precipita el DNA agregan-
do lentamente 2 volumenes de etanol absoluto con agitacién len-
ta. Se obtiene un precipitado fibroso que se lava con etanol al
75%, se seca en evaporador rotatorio y se redisuelve en 20 ml

de ecitrato de sodio 0,015 M pH 7,1 con NaCl 0,14 M. E1 DNA se
desproteiniza por adicidén de 2,5 ml de SDS al 5% en etanol a

45% y la mezcla se deja agitando 1 hora a temperatura ambiente.
Luego se agrega 1,25 g de NaCl sdlido y se agita 30 minutos a

temperatura ambiente. Se deja en reposo” durante la noche a 40
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para precipitar el SDS. Se centrifuga 1 hora a 31.000 x g y se
obtienen 20 ml de un sobrenadante claro. E1 DNA se precipita
nuevamente con etanol absoluto y se lava con etanol al 75% como
ya se ha descrito, se seca y se disuelve en 3 ml de tampén ci-
trato 0,015 M pH 7,1 con NaCl 0,14 M. Se deja con agitacifn
suave a 49 durante la noche, Se obtiene una solucidn de DNA de
aspecto viscoso, de 1,5 mg/ml y tiene una relacidn de D'O'26O/
D.0.,g, de 1,85. La actividad especifica de este DNA-H es de

54.000 cpm/ug. Se guarda congelado en alicuotas pequeiias a -209.
H. PREPARACION DE DNA~CELULOSA

Se basa en el método de Alberts y Herrick (87). Ochenta g
de celulosa Whatman CF~1l se lawvan 3 veces con etanol caliente
(70Q) filtrando cada vez al vacioc para eliminar restos de piri-
dina de las extracciones realizadas en su manufactura. Luego se
lava en forma répida por suspensiones y filtraciones sucesivas
con 350 ml de NaOH 0,1 M, 350 ml de EDTA 1 mM y 1 litro de HC1
10 mM. Finalmente se lava con 2 litros de agua destilada hasta
neutralizar la celulosa y se deja secar a 702 durante la noche.
A partir de una solucién de DNA de timo de ternera altamente
polimerizado de 2 mg/ml disuelto en Tris-HC1 10 mM con EDTA 1 mM
pH 7,4, se desnatura 100 mg de DNA en alicuctas de 5-10 ml por
calentamiento a 1002 durante 10 minutos; se enfria ripidamente

en un bafic de hielo-metancl. Se agregan 9 g de celulosa purificada
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a los 100 mg de DNA desnaturadc, se mezcla bien y se coloca en
un vidrio reloj. Se deja secar a temperatura ambiente por 3 dias
¥ luego todo un dia a 502. El polvo totalmente seco se suspende
aproximadamente en 20 volfumenes de la solucidén de Tris-HCl 10 mM
pH 7,4 con EDTA 1 mM y se deja 24 horas. a 40. Se filtra al va-
cic y la DNA-celulosa obtenida se suspende en 40 ml de la misma
solucién Tris-HC1l-EDTA y se guarda congelada a -202. En estas
condiciones se retiene en la celulosa un 68% del DNA agregado.
Para determinar el DNA retenido se calienta una alicuota a 1009
durante 20 minutos y el DNA liberadc en el sobrenadante se de-
termina espectrofotométricamente, o bien, en base a la técnica
colorimetrica de Burton (88).

I. PREPARACION DE PLP-BH

Este método se basa fundamentalmente en la técnica descri-

ta por Stock y colaboradores (89).

1. Reducecidén de PLP con NaB~3H4

50 mg de PLP se suspenden en 0,6 ml de H,0 y se disuelven
por adicidbn de NaHCO3 s6lido. E1 pH de la solucién se ajusta en=
tre 7,5 vy 8,0 con NaZCO3 s6lido. Después de enfriar a 42 se agre-
gan 5 mg de NaB-3H4 de actividad especifica 250 Ci/mol. La solu-
cién amarilla se descolora debido a la conversidn del PLP a piri-

doxina 5'-fosfato-3H. Se deja en reposo aproximadamente 1 hora.

bz




2. Oxidacidén de la piridoxina 5'—fosfato—3H con MnO2

Luego de acidificar la piridoxina 5‘-fosfato-3H con O,4
ml de HCqu concentrado (11,6 M) en hielo hasta una concentra-
cidén final de 4 M, se agregan 50 mg de MnO2 "activado" prepara-
do de acuerdo a Attenborrow y col.(90) y se deja con agitacibn
lenta a =202 por 20 horas. El exceso de MnO2 se descarta por cen
trifugacidén. El sobrenadante se neutraliza lentamente con KOH
L M a 02 hasta aparicidén del color amarillo del PLP-"H (pH 8,5
aproximadamente). Todo el proceso realizado a continuacibn se
efectlia evitando al mlximo la exposicidn a la luz ambiente. El
KC10), formado se separa por centrifugacidén y el precipitado se

3

lava 2 veces con HEO para recuperar el PLP-"H absorbido,

3

3. Purificacidén del PLP-"H

Los productos de oxidacidén y reactantes remanentes se se-
paran por cromatografia de intercambio idnico en una columna de
Dowex 1X8 (37 x 0,9 cm) en forma acetato. La mezcla que contie-
ne PLP-BH (aproximadamente 5-8 ml) se coloca en la columna lava
da. exhaustivamente con HEO' Se verifica previamente la conducti
vidad de la carga, la que no debe ser mayor a 1 milimho. Si se
requiere, la mezcla se diluye con HZO' La columna se lava con
60 ml de H20 y se eluye con (70 + 70) ml de una gradiente lineal
de acetato de amonioc entre 0,5 y 3,5 M, pH 5,6 a una velocidad
de 0,5 ml/min. Se colectan fracciones de 1 ml a temperatura am-

biente. Para cada fraccidn se lee D.0. a 325 y 390 nm, se mide
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la conductividad y se determina la radiactividad en alicuotas

de 5 ul en mezcla de centelleo TENAP. En la figura 1 se mues-
tra la parte correspondiente a la elucidn con gradiente sali-

na de acetato de amonio. Se aprecia la separacién de dos com-
ponentes radiactivos que por sus caracterisitcas espectrales se
identifican como piridoxina 5'-fosfato y PLP. Estos resultados
indican que la oxidacién de piridoxina 5'-fosfato no es completa,
perc es posible lograr, luego de desalinizacién, un rendimiento
de un 30% en la obtencién del producto.

3

4, Desalinizacidn del PLP-"H

Se juntan las fracciones de PLP-BH de mayor actividad es=-
pecifica y se desaliniza por adsorcidén en una columna de Norita-
celulosa (1,5 x 10 cm) en proporcidn 3:1 para facilitar el flu-
jo. La celulosa es lavada previamente segfin lo describe Alberts
y Herrick (87). La columna se lava con H20 hasta bajar la con-
ductividad a 15 umho y luego se eluye con NH3 al 1%. Las frace
ciones que contienen PLP-BH se someten rapidamente a licfiliza-
cién o alternativamente se evaporan a sequedad mediante un eva-
porador rotatorio para eliminar el NH3° Se obtiene un producto
higroscoépico amarillo, La actividad especifica del PLP~3H obte=
nido es de aproximadamente 26 Ci/mol. La concentracidn del PLP="H
8e determina midiendo la D.0. a 390 nm en un espectrofotdmetro
Cary modelo 118-C usando un coeficiente de extincidén molar de

higen W e & pH 7,0 (91).
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Figura 1. Purificacién de PLP-3H. Cromatografia de intercambio idnico.

Se utilizé una columna de Dowex 1X8 (forma acetato) de 37 x 0,9 cm.
Se eluyd con una gradiente lineal 70470 ml de acetato de amonio entre
0,5 y 345 M, pH 5,6. Se colectaron fracciones de 1 ml con un flujo de
0,5 ml/min y se les determind D.0. & 325 y 390 nm. 3¢ midid la radiace
tividad en alicuotas de 5 ul, en mezcla centelleante TENAP como se in-
dica en Métodos.
—o radiactividad o o conductividad (umho)
XeooX DoO. a 390 nm : . mmmaws  D,0. a 325 nm
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5. Identificacidn del PLP—BH

La identificacibén y pureza del PLP~3H sintetizado se rea-
liza por cromatografia en capa fina de silica de gel seglin mé-
todo de H. Ahrens y W. Korytnk (92) en un sistema metil-etilce-
tona: etanol: amoniaco: agua, en proporcidn de volimenes 3:1:1:1,
a temperatura ambiente y en la obscuridad. Se revela:

a) Con una solucidén de 2,6-dicloro quinona 4-clorcimida al
0,04% en isopropanol (reactivo de Gibbs). Se expone a va-
pores de amoniacc y la aparicibn de manchas azules o vio=
letas indican reaccidn positiva (93).

b) Por autoradiografia., Esta se realiza por el método de W.
Bonner y R. Laskey (94). Se impregna el cromatograma con
PPO al 7% en acetona y con 81 se impresiona un papel fo-
togradfico durante 24 horas a -802. Posteriormente se reve
la de acuerdo a los procedimientos fotograficos usuales.
En la figura 2, se presentan los resultados de este re-
velado y se concluye que el producto purificado es idén-
tico al PLP comercial utilizado simulténeamente como pa=-
trén. La mancha més pequefia y de menor migracidén probable
mente corresponde a un producto de fotooxidacibén de PLP,
¥a que no aparece como mancha radiactiva en la autoradio-
grafia, implicando la pérdida del isdtopo en la funcidn
aldehido. Esta explicacién también ha side sugerida nor

otros autores (95).
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Figura 2. Identificacidén y pureza del PLP-"H,

Cromatografia en capa fina (silica gel) del material radiactivo
desalinizado y de soluciones patrones de piridoxal S'-fosfato (PLP),
| piridoxal (PL), piridoxamina 5'~fosfato (PAP) y piridoxina (PA). Se
| aplicaron 2 pnl de soluciones 0,01 M de cada compuesto. El solveate
de desarrollo fue metiletilcetona: etanol: amoniaco: H20 en propor-
cibn 3:1:1:1 v/v.

A.- Se reveld con el reactivo de Gibbs.

B.~ Se reveld la radiactividad por fluorografia.
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J. PREPARACION DE N-’ ~PIRIDOXIL-LISINA

Se basa en el método 'de Schnackerz y Noltman (96). Se pe-
san 35 mg de bromurc de polilisina (P.M. aproximado de 41.000).
Estimando el peso de la lisina en 146,1 se tiene 320 lisinas
por mol de polilisina, es decir, la cantidad pesada de polili-
sina contiene 0,272 milimcles de lisina. Esta cantidad se di-
suelve en 1 ml de tampdén barbital 20 mM pH 8,0 y se mezcla con
8 ml de una solucibén de piridoxal 5'-fosfato que contiene 0,8
milimoles, en tampdén barbital 20 mM reajustade a pH 8,0 con
NaOH 1 N. Esta mezcla se deja 15 minutos a temperatura ambiente
¥ 20 minutos a 3792, evitando en lo posible toda exposicién a
la luz en esta etapa y posteriores. La mezcla de reaccidn se en-
fria en hielo y se agregan lentamente 8 milimoles de NaBH, s61li=
do con agitacidén suave manteniendc el pH en 8,0 con HC1 6 N. Lue-
go se deja la solucidén toda la noche a 49. Se dializa exhausti-
vamente contra agua destilada y se evapora a sequedad en evapo-
rador rotatorio. El producto se disuelve cuidadosamente en 1,5
ml de HC1 6 N, se transfiere a una ampolla que se sella al vacio
¥ se hidroliza por incubacidén a 1102 durante 26 horas. Posterior-
mente el hidrolizado se lleva a 20 ml con agua destilada y se e~
vapora a sequedad en evaporador rotatoric varias veces lavando
siempre con agua destilada para eliminar el HCl remanente., E1
producto obtenido revela una sola mancha fluorescente bajo luz
ultravioleta por ensayc cromatogréfico en papel y electroforesis

de alto voltaje. Se guarda a 42 en solucidén acuosa y protegido
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de la luz.

K. ELECTROFORESIS DE ALTO VOLTAJE

La electroforesis analitica de alto voltaje se realizd
en un equipo Savant, en un estanque de lucita de 80 1 de capa-
cidad usando Varsol como refrigerante. Se eligid como solucida :
de electroforesis la mezcla piridina: Acido acétido: agua, en
proporcidn de voliimenes 1:10:89 respectivamente, para obtener
un pH de 3,55. Se colocaron aproximadamente 4 1 de esta solucidn
en cada compartimiento de los electrodos. El scporte utilizado
en la electroforesis fue papel Whatman 3 MM de 68 x 46 cm. Las
muestras se aplicaron separadamente en el centro del papel y es=-
paciadas por 3 cm. Las.imuestras y colorantes de referencia y el
estandar de N-- mpiridoxil-lisina se aplicaron en alicuotas de
2 ul, secando luego de cada aplicacidn con corriente de aire cé=-
.liente; evitando que la mancha aplicada tenga un didmetro ma-
yor a 0,5 cm. E1 papel se humedecid cuidadosamente con la solu-
cién de electroforesis y se montdé en el soporte de lucita del
aparato de electroforesis. Se sumergidé completamente en el estan-
que verificando que los extremos del papel gquedasen en contacto
con la solucidn de electroforesis. Se aplicaron 40 volts/cm du-
rante 100 minutos manteniendo la temperatura del Varsol en 202
con un bafio refrigerante accesorio. Como colorantesde referencia

se usaron verde de metilo al 0,5% y cristal violeta al 0,25%
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v moles de PLP

ambos en solucidn alcohdlica. Se colocaron 2 x 10~
(20 nl1 de una solucién 0,01 M en HZO) los que se detectaron por
fluorescencia bajo luz ultravioleta y 10-7 mcles de lisina que

visualizaron por reaccidn con ninhidrina al 0,3% en alcohol. Las
muestras aplicadas provenian de hidrolizados de la enzima de E.

coli (2 mg) y de la enzima I de levaduras (2 mg). La cantidad de

estdndar de N-¢£ -piridoxil-lisina aplicada fue de 5 x 10_7 molese.
L. CROMATOGRAFTIA EN PAPEL

‘La cromatografia en papel para la identificacién de N-f -
piridoxil-lisina se realizd de acuerdo a Shapiro y col. (97) en
un sistema descendente utilizando una cémara cromatogrifica Pre-
cision Scientific. La chAmara se saturd previamente durante 24 ho-

ras con la mezcla de solventes usada en el desarrollo cromatogri=-

_fico y que consistia en n-butanol: piridina: Acido acético: agua,

en proporcién de vollmenes de 30:30:6:24 respectivamente. El pa-
pel utilizado fue Whatman 3 MM y las muestras se aplicaron en
alicuotas en forma similar a la descrita para la electroforesis
de alto voltaje, utilizando los mismos compuestos con la excep-
cidn de los colorantes de referencia que se omitieron. La croma-
tografia se corrid durante 18 horas a temperatura ambiente. Pa-
ra el revelado del cromatograma se recurrid a visualizacidn por
fluorescencia bajo luz ultravicleta (lampara germicida GE 15 T8)

o nebulizando el cromatograma con una solucidn de ninhidrina al
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0,3% en etanol. N-Z -piridoxil-lisina presente en los hidroli-
zados de las enzimas de E., coli y levaduras se detecté por ra-
diactividad, ccntando una tira del cromatograma de 1 cm de an-

cho en trozos de 0,5 cm en el liguido de centelleo usual.

M. ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA

La electroforesis bajo condiciones desnaturantes se reali=
z6 en presencia de dodecil sulfato de sodio (SDS) al 0,1%, en
geles de poliacrilamida al 9 & 12%, en tubos de vidric de 10 cm
de largo por 0,6 cm de didmetro interno, usando un equipo de
electroforesis Buchler. Alternativamente, se usé el sistema de
geles en placa de 12 x 15 cm de 1,5 mm de espescr en un dispo=-
sitivo proporcionado por Hoefler Scientific Instruments, San
Francisco, Cal. U.S.A. Los tampones y soluciones se prepararon
de acuerdo a Laemmli (98). Las muestras normalmente se diluyeron
1:1 con el amortiguador para la muestra, concentrado dos veces.
Esta solucién contenia Tris-HC1 0,125 M, pH 6,8, SDS 6% (p/v),
2-mercaptoetanol al 10% (v/v) y glicerol al 20%. Las muestras
se calentaron a 1002 durante 3 minutos; luego se depositaron en
el gel de concentracién (acrilamida 3% (p/v), bisacrilamida
0,08% (p/v), tetrametilen etilendiamina (TEMED) 0,1% (v/v), per=
sulfato de amonioc 0,025%)y se aplicarcn 75 volts para geles
en placa, 90 volts para geles cilindricos. Después que las mues=-

tras entraron al gel de resalucidén (acrilamida 9 u 11%,
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bisacrilamida O,??%Iy TEMED 0,05% y persulfato de amonio 0,025%)
el voltaje se aumentd a 110 volts para geles en placa o 120 volts
para geles cilindricos. La fuente de poder estabilizada se usb

en el sistema voltaje constante. Los geles se fijaron en una so=
lucién de TCA al 10% y alcohol isopropilico al 50% (v/v) con agi-
tacidn durante 30 minutos a 239 y se tifileron con azul de Cooma-
ssie al 0,1% disuelto en TCA al 10% y alcohol isopropilico al
25%, durante 12 horas a temperatura ambiente. Los geles se des=
tifieron en TCA al 10% con agitacidn y a 232. Para los trazados
densitométricos los geles cilindricos se registrarcn directa-
mente y los geles en placa se cortaron previamente en tiras de

1 x 10 cm. Ambos tinos de geles se analizaron en un accesorio
para registro de geles de un espectrofotémetro Varian 635 a 600

4 650 nm, a una velocidad de 25 mm/min. Para calcular la rela-
cibén entre peso melecular y movilidad para este sistema se uti=-
lizaron varias proteinas de peso molecular conocido como: sero-
alblimina de bovino fraccidn 5 (65.000), catalasa (57.500), oval=-
bamina (40.000), anhidrasa carbdnica (30.000), mioglobina de
esperma de ballena (17.200) y citocromo c de corazdn de caballo
(12.500).

La electroforesis en condiciones no desnaturantes se rea=-
1izd en forma similar a la antes descrita, omitiendo el SDS. Pa-
ra los geles cilindricos se utilizd un gel de concentracidn de
acrilamida al 3,7% y bisacrilamida al 0,08% y un gel de resolu-

cidén con acrilamida al 5% y bisacrilamida al 0,1%. En ambos se
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usé persulfato de amonio al 0,025% y TEMED al 0,025%. Los geles
en placa se polimerizaron con acrilamida al 3% y bisacrilamida
al 0,08% en el gel de concentracidn, y en el gel de resolucidn
5 y 0,13% respectivamente. En ambos se usé persulfato de amonio
y TEMED al 0,025%. Las condiciones de electroforesis durante el
paso a través del gel de concentracidén fueron las mismas antes
descritas pero en el gel de resclucidn se aplicd 150 volts en
ambos sistemas de geles. La tincidn se realizd en una solucidn
de Azul de Coomassie al 0,2% en una solucidn que contenia eta-
nol, Acido acéticc y agua en una relacidén de vollmenes de

5:1:5 respectivamente y se dejé durante 12 horas a temperatura
ambiente. Para el destefiido los geles se agitaron a 372 en una

solucidén similar a la antericr sin el colorantsz.

N. FLUOROGRAFIA

Este método ha sido deserito por Bonner y Laskey (94) y
3H

consiste en detectar compuestos marcados isotdépicamente con

g 4 35

3
S, utilizande un centellador (PPO) directamente embebi=-
do en el material que soporta las muestras (geles de poliacril-
amida, silica gel), con el fin de detectar bajos niveles de ra-
diactividad. Para esto se coloca una placa fotogr&fica sensi-
ble a la emisidn del centellador (film de rayos X) en contacto
directo con la muestra radiactiva, en oscuridad, y durante un
tiempo adecuado a -702. El procedimiento se describe en detalle

a continuacidn.
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1. Método aplicado a geles de poliacrilamida en placa

Después del proceso electroforético, el gel de poliacril=-
amida ya tefiidec se sumergid en 20 veces su volumen de dimetil
sulféxido (DMSO) y se dejé absorber este compuesto por 30 minu=
tos. Se repitid este proceso con otra solucidén fresca de DMSO
con el fin de desplazar completamente el agua del gel. Se tras-
pasd el gel a una solucidn de L4 veces su volumen con PPO al
22,2% (p/v) en DMSO durante 3 horas. El gel se lavé con agua
destilada y se secd en un dispositivo dotado de una placa plés-
tica porosa, por medio de vacio y calor suave (lampara infrarro=-
ja) para facilitar la deshidratacidn. E1 gel se puso en contac-
to con una placa del tipo RP Royal "X-0 mat" & film equivalente,
de uso médico -ara rayos X. Se mantuve a -702 durante L8 horas.
El revelado de la placa se hizo de acuerdc a los procesos foto~-
graficos usuales. El registro densitométricoe de la placa se hi-

zo en un accesorioc para registro de geles de un espectrofotéme~

tro Varian 635.

2. Método aplicado a placas de silica-gel

El cromatograma de silica-gel una vez revelado se recroma=-

tografib en forma ascendente, en una cAmara hermética que conte-

nia 100 ml de PPO al 7% (p/v) en acetona (99). En estas condicig

nes no se produjo desplazamiento de las manchas previamente reve

ladas y la impregnacidén en PPO fue satisfactoria. E1 cromatogra-

ma una vez seco se procesd como se describid anteriormente para
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los geles de poliacrilamida.

| N. MEDICION DE RADIACTIVIDAD

La radiactividad de las diversas muestras se determind
usando un espectrdmetro decentelleo para liquido Nuclear Chi-
cago modelo Mark II con una eficiencia de aproximadamente 58%
para tritio. Se utilizaron tubos de conteo de 20 ml de capaci-
dad conteniendo 10 ml de 1liquido de centelleo. Como soporte de
1las muestras se usd discos de 2,5 cm de difmetro de filtros de
nitrocelulosa (Millipore), de fibra de vidrio Whatman GF/C o
de DEAE celulosa (Whatman DE-81) seglin se indique. La solucidn
centelleante corrientemente usada contenia 3 g/l de 2,5 difenil=
oxazol (PPO) y 0,1 g/l de 1,h-bis-2-(5-fenil oxazolil) benceno
(POPOP) en tolueno. En algunos ensayos se utilizd liquido de
centelleo TENAP que acepta 3,39% de HZO con una eficiencia de
27,2% para tritio (100). Contenia 80 g de naftaleno, 4 g de PPO,
40O ml de etanocl absoluto y tolueno en cantidad suficiente para

un litro. En las muestras con 32P se asignd un 100% de eficien-

cia a estos sistemas de conteo.

0. DETERMINACION DE PROTEINAS

La concentracién de proteinas se determind por los siguien

tes métodos:
i 56
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HES IS SRS RSN S =

a) método de Lowry y col. (101) utilizado en extractos cru-

b) método espectrofotométrico, por absorbaicia a 280 nm, pa- |

c)

dos y fracciones semipurificadas,

ra andlisis relativo de proteinas en las fracciones obte-

nidas de columnas cromatogrificas y en las fracciones pu- |
rificadas de la enzima de E. coli, en base al coeficiente
de extincién E%%O = 6,5 descrito por Richardson (73),
micromodificacidén del método de Lowry aplicable a muestras
con bajo contenido de proteinas y manejando volimenes pe-
quefios cuando el material a analizar es escaso. La modifi-
cacidn consiste en mezclar 0,05 ml de muestra con 0,02 ml
de Acido poliadenilico (poli A) (5 mg/ml) y precipitar con
4cido tricloroacético (TCA) al 10%. Luego de centrifugar

a 3,000 x g, se separa el sobrenadante por succibn, se se-
can las paredes del tubo y se disuelve el precipitado con
0,04 ml de NaOH 1 N, Luego se continfGa igual que el méto-
do clésico de Lowry y col. (101) excepto que se completa
a un volumen final de 0,25 ml. Se lee la absorbancia a
650 nm en un espectrofotémetro Beckman DU provisto de
adaptador para microcubetas. El método permite detectar

haeta 2 pg de proteinas por tuboc.
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IT. MATERTIALES

A, MATERTAL BIOLOGICO

Las células de E. coli cepa K-12 se obtuvieron de Grain
Processing Corp., Muscatine, U.S.A. Las células de levaduras
fueron un producto de Red Star Yeast Co., Oakland, Calif. U.
S.A. El bacteridfago T,D y las células de E. coli cepa B fue=

ron un obsequio del profesor Arturoc Yudelevich.

B. PROTEINAS

AlblGmina sérica de bovino, sulfato de protamina tipo I,
bromuro de L-polilisina, ovoalbimina, anhidrasa carbdnica, mio-
globina de esperma de ballena y citocromo ¢ de corazdn de caba=-
1lo fueron productos de Sigma Chemicals, St. Louis, U.S.A. Cata

lasa se obtuvo de Mann Research Labs., New York, U.S.4.

C. REACTIVOS

l. Generales

Se obtuvieron de Sigma Chemicals Co., St. Louis, U.S.A.:
piridoxal 5'-fosfato, piridoxamina 5'fosfato, piridoxina, piri=-
doxal, dodecil sulfato de sodio, ditiotreitol, borohidruro de

sodio, 2-mercaptoetanocl, fenil metil sulfonil fluoruro (PMSF),
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DNA de timo de ternera, poli A, dimetil sulféxido y nuclebtidos.
Ocasionalmente estos ltimos fueron productos de P-L Biochemicals
Inc. Milwaukee, Wisconsin, U.S.A. Naftaleno, 2,5=difeniloxazol
(PPO), 1,4-bis-2-(5-feniloxazolil) benceno (POPOP), carbdén acti-
vado y silicona antiespumante fueron productos de Merck, Darms-
tadt, Alemania. Se obtuvo acrilamida y N,N'-metilén-bisacrilami-
da de BioRad, California, U.S.A. Poli d(AT) fue un producto.de
Miles Labs. Inc., Elkart, U.S.A. 2,6=dicloroquinona=4-cloroimi-
da se obtuvo de Aldrich Chem., Coe. Proc., Milwaukee, Wisconsin,
U.S.A. Extracto de levadura, triptona y agar se obtuvieron de
Difco Laboratories, Detroit, Michigan, U.S.A. Azul dextrano y
dextrano sulfatc de sodio fueron productos de Pharmacia Fine
Chemicals, Uppsala, Suecia. N,N,N!',N'-tetrametilen etilen diami=-
na se obtuvo de Eastman KodaK Co., Rochester, U.S.A. Polimina P
fue un producte de Basf, Ludwingshaven, Alemania. Rifampicina

se obtuvo de Mann Research Labs, New York, U.S.A. Los filtros

de fibra de vidrio GF/C y los discos de DEAE-celulosa DE-8L son
productos Whatman Ltda., Springfield Mill, Maidstone, Kent, In=-
glaterra. Los filtros de nitrocelulosa HAWP 24 de 0,45 p se ob-
tuvieron de Millipore Corp., Bedford, U.S.A. El papel fotogré-
fico se obtuvo de Kodak Brasileira Com. E. Ind. Ltda. El liqui-
de de revelado y el de fijacidn son productos de Profesional.
AF/013 fue donado por los profesores Riva, Fietta y Silvestri

y es un producto de los laboratorios Lepetit, Miléan, Italia,

Sacarosa, glicerol y sulfato de amonio fueron reactivos de
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grado enzimAtico. Los demis reactivcs empleados fueron de grado

analitico.

2. Isétopos

y_yTp (26 Ci/mol), Nay, 321720,7 (2,95 Ci/mol) y NaBE’HLF (250

Ci/mol) se obtuvieron de New England Nuclear, Boston, U.S.A. Po-

g} d(AT)-BH (25 pCi/umol P) fue un producto de Miles Labs., Inc.,

Elkart, U.S.4.
D. MATERIALES CROMATOGRAFICOS

DEAE-celulosa DE-52, fosfocelulosa P-11, celulosa GF-11,
fueron productos Whatman Lfda., Springfield Mill., Maidstone,
Kent, Inglaterra. Sepharosa 6B y DEAE-Sephadex A-25 se obtuvie-
ron de Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, Suecia. Dowex 1X8 era
producto Backer Chem. Co., Phillipsburg, N.¥. U.S.A. Las placas
de silica gel para cromatografia en capa fina N2 6060 se obtuvie
ron de Eastman Kodak Co., Rochester, U.S.A. Biogel P-300 y Bio=

Gel A-1,5 m son productos de BioRad, Calif., U.8.A.
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” RESULTADOS

A. INHIBICION DE LAS RNA POLIMERASAS POR PIRIDOXAL 5'-FOSFATO

Y ANALOGOS

Se estudid el efecto de PLP sobre la actividad de sintesis

de RNA de diferentes RNA polimerasas. Para esto se preincubaron:

RNA polimerasa de E. coli (0,11 mg/ml), RNA polimerasa I de le-
vadura (0,25 mg/ml), polimerasa I (0,53 mg/ml) y polimerasa II
(0,31 mg/ml) de higado de rata, cmdiferentes concentraciones
de PLP a 302 y en buffer BGMED pH 7,9. A tiempos apropiados se
removieron alicuotas de 0,03 ml y se ensayaron las actividades
como se indica en Métodos. Los resultados se muestran en las
figuras 3,4,5A4 y 6A para las enzimas de E. coli, levadura y en=-
zimas I y II de higado de rata respectivamente. Se observa gue
la inhibicidén de las enzimas alcanza valores mAximos antes de
los 10 minutos y el grado méximo de inhibicidén depende de la
concentracién de PLP usada. Se encontrd que con PLP alrededor
de 1 mM, la actividad residual es infima. Se considerd de inte-
rés estudiar el efecto de andlogos de PLP para establecer el
grado de selectividad de la inhibieidn producida por este reac-
tivo. De estos andlogos, piridoxamina 5'-fosfato no posee el
grupo aldehido, piridoxal carece del grupc fosfato y piridoxina
es el de estructura mas diferente. Los efectos sobre la enzima

de E. coli se muestran en la figura 7, sobre la enzima I de
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Figura 3. Cinética de inactivacidén de la RNA polimerasa de L. coli con
diferentes concentraciones de PLP.

La reaccién de inactivacidén de la enzima (0,11 mg/ml) con
PILP se realizd a 302, en un volumen de O,1 ml usando como tampdén bar=
bital 20 mM pH 7,9. A tiempos apropiados se efectud el ensayo de acti
vidad (enzima 0,018 mg/ml) como se describe en Métodos bajo el titulo
de experimentos cinéticos. El 100% de actividad correspondid a 8,550
cpm, con DNA de bacteriéfagg T# como molde, lo que didé una incorpora=-
cién de 0,95 nmoles de UMP-"H en el RNA.




I } | L |
CONTROL ,

08 mM PAP

0.08mM PLP -

()

< .
D .

= 08 mM PL

= =
O .
< 0.4 mM PLP

& (@]

a\ : —l

0.8 mM PLP

i 1) I o8

TIEMPO (min)

o]

Figura 4. Cindtica de inactivacidn de la RNA poliserasa T de levadu=
ras con diferentes concentraciones de PLP y andlogon pividoxal (PL)
y piridoxamina 5'-~fosfato (PAP).

La reaccién de inactivacidén de la enzima (0,25 mg/ml) con PLP
o andlogos se realizd en tampdn barbital 20 mM pH 7,9 a 302. A tiem-
pos apropiados se efectud ¢l ensayo de actividad con alicuotas de
10 ul como se describe en Métodeos. El 10Q% de actividad corresponde
a la incorporacidén de 0,5 nmoles de UMP-"H en el RNA.
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Figura 5. Cinética de inactivacidn de la RNA polimerasa I de higado
de rata con diferentes concentraciones de PLP, PL y PAP.

La reaccidn de inactivacidén de la enzima I (0,53 mg/ml) con
PLP se realizd en tampdén barbital-~HCl 20 mM, pH 7,9 a 302. A tiempos
adscuados se efectud el ensayo de actividad con alicuotas de 10 aul
como se describe en Métodos. El 1Q0% de actividad correspondid a la
incorporacién de 0,1 nmol de UMP-"H en el RNA.

A: Bfecto de la concentracidén de PLP. O—O 0,05 ml;
0,23 mM; OO 0,46 mM; A—A 0,91 nl.
B: Efecto de andlogos de PLP. 'A—A PAP 0,91 mM; O—O
PL 046 mM y &—A PL 0,91 mM.
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Figura 6. Cinética de inactivacidén de la RNA polimerasa II de

de rata.

La reaccidén de inactivacidn de la enzima (0,31 mg/ml)
lizd en tampdn barbital-HC1l 20 mif, pE 7,9 a 309. El ensayo de
dad se efectud a los tiempos indicados con alicuotas de 10 pl
se describe en Métodos. El 100%.de actividad correspondid a la incor
poracién de 0,12 nmoles de UMP-"H en el RNA.

Az
o0 0423
B

Efecto de la concentracién de PLP. O—0 0,05 ml;
mMy O—O 0,46 mM; A—A 0,91 mM.
Efecto de andlogos de PLP. A—A PAP 0,91 muM; O—O

PL 0,46 mM y A—~A PL 0,91 mM.
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Figura 7. Cinética de inactivacién de la RNA polimerasa de E. coli
con andlogos de PLP.

La reaccién de la inactivacidén de la enzima (0411 mg/ml)
Y el ensayo de actividad se realizd en las mismas condiciones descri
tas en la figura 3.
©—0O piridoxina (PA) 1 mM; O-OPAP 1 mM; B-@PL 0,5 mM Yy &—APL 1 M.




levadura se incluyen en la figura L4 y sobre las enzimas I y II
de higado de rata, en las figuras 5B y 6B respectivamente. Es-
tos datos muestran que la pérdida de actividad es relativamente
especifica por PLP ya que los andlogos piridoxina y piridoxami-
na 5'-fosfato son, en general, inhibidores muy débiles. Las en-
zimas son inhibidas en cierto grado por piridoxal, sin embargo,

se requieren concentraciones aproximadamente 10-12 veces mis

altas para lograr una inhibicidn semejante a la cbtenida por PLP.

B. EVIDENCIAS DE FORMACION DE BASE DE SCHIFF EN LA REACCION DE

INACTIVACION POR PLP

1. Rexersidn por aminas y reduccidn con borohidruro de sodio

Si la reaccidén entre PLP y enzima ocurre con la participa-
cién de grupos amino de las RNA polimerasas, esta deberia ser
afectada por altas concentraciones de aminas, que competirian
con los grupos amino de la enzima por el inhib.dor. En efecto,
los resultados indican que la inhibicidén de todas las polime-
rasas por PLP, es revertida por aminas. La figura 8 muestra la
reversién parcial lograda para la enzima de E. coli con Tris-
HC1 17,5 mM pH 8,0. Lo mismo se observa en la figura 9 para las
enzimas I y II de higado de rata. Aqui se muestra que etilendia-
mina 0,05 M revierte la inhibicidn completamente y en menor gra-
do lo hacen lisina 0,05 M y Tris-HC1l 0,05 M. Estoes resultados

sugieren que la inactivacidén se debe a la formacidn de una
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Figura 8. Efecto de NaBH;, y Tris-ECl en la cinédtica de inactivacidén
de la RN polimerasa de ﬁ. coli con PLP,

La reaccidn de inactivacidén de la enzima (0411 mg/ml) se rea-
1izd con PLP 0,1 mM en barbital 20 mM,pH 8,0 a JOQ Al tiempo indica-
do por la flecha A, una muestra se tratd con NaBH, 2.8 mM (E}-ﬂ )y
otra, con tampén Tris-HCl 17.5 mM, pH 8.0 (Cb——#ﬁs La flecha B indi-
ca la adicidén de Tris-HC1l 17.5 mM pH 8.0 a la muestra previamente tra
tada con NaBH;, 2.8 mM. El ensayo de actividad se realizd como se sena
la en la figura 3.
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Figura 9. Efecto de NaBH; y aminas en la cinética de inactivacidén de
as RNA polimerasas I y 1I de higado de rata con PLP.

La reaccidén de inactivacidén de las enzimas I y II (ambas 0,38
mg/ml) se realizd con PLP Oy4 mM en tampdn barbital, pH 749, a 3092.
Al tiempo indicado por la flecha A, la muestra se dividid en varias
alicuotas que se trataron con etilendiamina 50 mM ( &—A ); Lelisina
50 mi (O=0); Tris HC1 50 mlM, pH 7,9 ( O—O) y NaBi, 1,5 mM ( &—4 ).
La flecha B 1ndlca la adicién de 109 mismos compues tos aminados a ali
cuotas previamente tratadas con NaBH, 1 mM. El ensayo de actividad se

realizd en las mismas condiciones de las figuras 5 y 6.
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base de Schiff entre el grupo aldehido del PLP y uno o’ mis

grupos amino de la enzima. Si esta hipbtesis es correcta, el com-
plejo enzima-inhibidor deberia estabilizarse por reduccidn con
NaBH, . Estos resultados se muestran también en las figuras 8 vy

9 donde se observa gque al agregar NaBHh al medio de inecubacidn,
se obtiene un mayor grado de inactivacidn. Luego del tratamien-
to con el reductor, la adicidn de aminas (flecha B en las figu-
ras 8 y 9) no logra reactivar las enzimas. Esto indica que el
equilibrio se ha desplazado hacia la forma estable del comple-

jo enzima-inhibidor.

2. Espectrcs de absorcibén de los productos de reaccidn entre

PLP y RNA polimerasas

Otra evidencia de la formacidén de una base de Schiff entre
las enzimas y PLP se cbtuvo al analizar los espectros de diferen
cia entre 300 y 500 nm entre PLP y RNA polimerasa (de E. coli
y levadura) respecto a la misma mezcla en ausencia de enzima.

En la figura 10 se muestra que al agregar RNA polimerasa de E.

coli a la cubeta de muestra de un par previamente normalizado

respecto a su linea base en presencia de PLP, se cbtienen cambios
espectrales con aparicidén de bandas de absorcidn positivas a 335
y 430 nm y una banda negativa a 365 nm. Resultados similares se
observan con la enzima I de levadura (figura 11). En este caso,

la banda de absorcién negativa se ha desplazado a 380 nm.
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Figura 10. EsPectros de diferencia de complejos entre RNA polimerasa
de E. coli y PLP antes y después de reducir con Nauh

La enzima (0,22 mg/ml) se incubd en BGMED, é 0 con PLP 0,1
mM por 20 minutos a 302. La nmuestra (1 ml) se anallvo respecto a una
cubeta de referencia que contenia PLP O,1 mM en BGMED, pH 8 30. E1 con
vlego RNA polimerasa-PLP reducido se obtuvo tratando la mues»;q ante=
rior con NaNH, 2, L mM seguida de didlisis exhaustiva contra 5 x ¥ 1t
de tampdén fos ato 0,1 M, pH 7,5, que contenia EDTA 0,1 mM, MgCl, 2 mM,
2-mercaptoetanol 2 mH ¥y glicerol 5%. En este caso la cubeta de referqg
cia contenia enzima tratada en forma similar pero omitiendo PLP. El
andlisis se realizé en un espectrofotdmeiro de doble haz, Varian Teche-

tron 635.
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Figura 1l. Espectros de diferencia de complejos entre RNA polimerasa
I de levaduras y PLP antes y después de reducir con NaBH,.
La enzima (0,4 mg/ml) se incubd en BGMED pH 7,9, con PLP 042 mM

por 10 minutos a 302, El espectro del complejo no reducido se anallzo
respecto a una cubeta con PLP 0,2 umM en el mismo tampdn. Este comple=-

jo se redujo con NaBHQ 0,6 mM, se dializd y se analizd el espectro en
igual forma como se describe en la figura 10.
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Estos resultados correponden a la formacidn de una base de
Schiff. La absorbancia a 335 nm se ha atribuido a la presencia
de una aldimina no substituida (102) y la absorbancia a 430 a
una base de Schiff protonada (103). El espectro de absorcidn del
complejo enzima-PLP reducido muestra una sola banda de absoreidn

a 325 nm tal como se esperaria para N-a_-fostpiridoxil—lisina

(104%).

C. ESTUDIOS CINETICOS DE LA REACCION ENTRE PLP Y RNA POLIMERA-

SA DE E. COLI

Las velocidades de inactivacibén de la RNA polimerasa de E.
coli por PLP se determinaron a concentracidn constante de en-

zima (3,3 x 107/

M) y se analizd el efecto de diversos parametros
comoc concentracidén de PLP, pH, fuerza idnica, temperatura. Gri-
ficos representativos de estos experimentos se muestran en las
figuras 12 y 13. En todos los casos, la reaccidn de inactivacidén
tiene un comportamiento cinéticc compatible con una reaccidén de
primer orden. Al analizar estos datcs en coordenadas de log

(At = A (A, = % de actividad residual a tiempo t, y A = %

de actividad residual a tiempo infinito) en funcidn del tiempo,
se obtuvo graficos lineales hasta por lo menos 3 vidas medias.
Estos se muestran en la figura 14. Las constantes de pseudo pri-

mer orden se obtuvieron al multipliecar por 2,303 la pendiente

de dichos graficos.
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Figura 12. Efecto de la concentracidén de PLP en la velocidad de inac-
tivacién de la RNA polimerasa de E. coli.

A. La cinética de inactivacidn de la enzima (0,18 mg/ml) con PLP
se realizé en BGMED pH 8,0 a 30Q2. A tiempos apropiados se efectud el
ensayo de actividad con una concentracién de enzima de 0,09 me/ml y
usando DNA de bacteribéfago T, como se seilala en Métodos. El 100% de
actividad correspondid a 2,4 nmoles de UMP-"H incorporados en el RNA.
Las concentraciones de PLP usadas fueron: o-o 0,1 mM, a&-a 0,2 nM

O—0 0,3mM 00 0,45 mMy a-A 0,5 nMe

B. La constante de velocidad observada (kobs} calculada de las
rendientes de las curvas anteriores se graficd en funcidn de la concen
tracidn de PLP. Las barras corresponden a la desviacidn estandar obte=
nida en el calculo de k , DOT el método de los cuadrados minimos.
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Figura 13. Cinética de inactivacidn de la RNA polimerasa de ©. coli
con PLP 0,1 mM a diferentes pH.

La reaccién de inactivacidn de la enzima (0,18 mg/ml) se reali
26 en tampones imidazol~HCL (pH 7,0), barbital-EC1 (vH 7,673 8,00 ¥
8,56) vy Na,C0,-NaHCO.. (pH 9,50 y 10,60) a fuerza idnica constante
(n = 0,05) cofio se sfiala en Métodos bajo el titulo experimentos ci
néticos. E1 ensayo de actividad se realizé a pH 8,0, con DNA de béE
teridfago T, como molde ¥y enzima 9,09 mg/ml. Bl 100% de actividad
correspondidé a 2,4 nmoles de UMP-"H incorporados en el RNA a pX¥ 8404
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Figura 14, Graficos de scudo primer orden para la inactivacién de la
RNA polimerasa de E. coli con PLP 0,1 mM a diferentes pH.

Se obtuvieron por representacidn logaritmica de las diferencias
entre el % de actividad a tiempo t y el % de actividad a tiempo oo
(% A, = % A_) en funcién del tiempo,a partir de los gréficos de la
figura 13.
4 0—O0 pH 10,60 A—A pH 9,50 B—a pE &,56
B ©—o© pi 8,00 A&—ApH 7,67 O—@ pE 7,00
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1. Efecto de la concentracidn de PLP

Para este estudioc se midieron las constantes de velocidad
de inactivacién a concentraciones de PLP gue variaron entre
1 x 10“4 My5 x 1o"1+ M, a pH 8,0, en tampdn barbital, como se
indica en Métodos, bajo el tituloc de experimentos cinéticos. Los
resultados se muestran en la figura 12, Los puntos experinenta-
les se ajustan mejor a una hipérbola que a una recta (linea pun-
teada en la figura 12 B). De esto se desprende que a las concen=-
traciones de PLP usadas es posible detectar cinéticamente la for-
macién de un complejo enzima-inhibidor previo a la formacidn de
la base de Schiff. Esta existencia es también sugerida por el
hecho que PLP es diez veces mejor inhibidor de la polimerasa de
E. coli que piridoxale.

e ——

La siguiente secuencia daria cuenta de la reaccibn:

k
2
E PLP ———— E . PLP E - PLP
1) + . S

El efecto de saturacibén seria claramente observable a con-
centraciones de PLP cercanas a 1 x lO-3 M, pero desgraciadamen-
te no puede medirse la constante en estas condiciones por ser
la reaccidén demasindo répida y llegar a un % de inactivacidn
muy alto.

La ecuacidén que rige el proceso de saturacidn es:

k PLP

2) kobs e

K + PLP
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A baja concentracién de PLP (1 x ILO—L+ M) en que aln no se
ha llegado a la completa saturacidn, la ecuacidén anterior que-

da transformada en:

3) k = PLP

¥ el cuociente ka/K corresponde a una constante cinética de 29

3 1

orden con un valor igual a 3,4 x 107 min~ Y (pendiente de la

linea punteada de la figura 12 B).

Usando un grafico de dobles reciprocos es posible calcular
a partir de la ecuacién (1) valores de K y k,. Este andlisis se
muestra en el Angulo inferior derecho de la figura 12 B. Se ob=-
tuvo un valor de 4 x 10“4 M para K y 2,4 rnin_l para ka. E1l cuo-

3

ciente k2/K obtenido a partir de estos datos es 6,0 x 10~

min“l M_l, valor que resulta muy similar al cuociente k2/K obte

R

nido experimentalmente (5,4 x 10 ~ min vty a baja concentra-

cibén de PLP (1 x 10"L+ M).

2. Efecto del nH

Las velocidades de inactivacidn de la RNA polimerasa de E.
coli a distintos pH se determinaron a concentracidn constante

7

de enzima (3,3 x 10 ' M) y concentracién constante de PLP
(1 x lO_L+ M) y fuerza ibnica constante QP = 0,05). A tiempos
apropiados se sacaron alicuotas, las que se ensayaron para acti

vidad RNA polimerésica a pH 8,0, Los grificos representativos

de estos experimentos se muestran en la figura 13. En todos los

78




casos, la reaccidn de inactivacidn se ha realizado en ausencia
de reductor y tiene un comportamiento cinético compatible con
una reaccidn de p~: mer orden (figura 14). Las constantes de
pseudo primer orden se obtuvieron al multiplicar por 2,303 la
pendiente de dichos gréficoé y se muestran en la tabla 1. Al

analizar estos resultados en un grafico de ko versus pH se

bs
obtiene una curva bifésica, representada en la figura 15. La
velocidad de inactivacidn es bajisima entre pH 5 y 7 para luego
aumentar y hacerse relativamente constante entre pH 8,5 y 9,5.
Sobre pH 9,5 la velocidad de inactivacidén aumenta nuevamente.
Los valores entre pH 5 y 9,5 semejan una curva de titulacidn

¥y pueden interpretarse como la dependencia de la velocidad de
inactivacidén de la base conjugada de un grupo ionizable de la
enzima o PLP, participante en la reaccidén de inactivacidn. Su-
poniendo que este es un grupo de la enzima, por razones que Se

discutirin posteriormente, la reaccidn se puede ajustar al si-

guiente modelo:

| i
+ 5t ! KB + H+i} EI
l H eiKH
Ji | (B v !
r* + pLp —=—— mmt . pop
a1
E EH

En la situacién més simple, KI = KI y se obtiene (ver apéndice):

=

E
}+) k s klim .._._..__I.{.H...__......_
obs obs KgI +!H¥E
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Tabla 1. Valores de las constantes de velocidad para la reaccidn
de inactivacidn por PLP de la RNA polimerasa de E. coli

pH Tampdn kcbs(min_l)

4,00 acetato 0,00

4,70 " 0,00

5,00 " 0,00

5,00 fosfato 0,00

6,02 " 0,00

6,21 imidazol 0,008 - 0,012
6,51 " 0,003’$= 0,009
6,51 " 0,031 = 0,016
6,80 L 0,044 ¥ 0,008
7,00 " 0,002 = 0,017
7,00 fosfato 0,019 E 0,009
7,67 barbital 0,330 = 0,100
7,72 imidazol 0,172 £ 0,030
8,00 barbital 0,600 = 0,052
8,00 " 0,707 = 0,046
8,56 " 0,695 = 0,052
8,56 " 0,680 £ 0,086
8,56 " 0,815 £ 0,230
8,82 " 0,887 £ 0,073
8,82 i 0,830 = 0,138
9,51 carbonato 0,889 " 0,100
9,51 " 0,760 ¥ 0,092
9,51 " 0,962 ¥ 0,129
10,60 " 2,085 E 0,079
10,60 g 1,704 £ 0,070
10,60 " 2,089 ¥ 0,201

La concentracién de PLP fue 0,1 mM y la de enzima 0,18 mg/ml. La
inactivacidén se realizd a 302. Los tampones se usaron a fuerza
ibénica constante (u = 0,05). Otros detalles se explican en Méto-
dos bajc el titulo de experimentos cinéticos.
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Figura 15. Efecto del pH en la constante de velocidad observadal(k . “)
o h A : ey T ; » 3 obs
para la reaccidén de inactivacion de la RNA polimerasa de E. coli con

PLP 0,1 mM.

Los tampones usados se detallan en la Tabla 1 y la cinética de
inactivacidén se analiza como se describe en la figura 13. Los valores
de k se obtuvieron de las pendientes de¢ los graficos de pseudo pri

obg s ! g ; -
mer orden como los de la figura 1l4. La linea solida correspogie apuna
curva teégéca calculada usando los valores de kob; = 1,0 min "y KH =
1,26 x 10 (pKa 7,49) en la ecuacidn 4 de la pagina. 79.
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Los puntos experimentales de la primera parte de la curva
se ajustan bien a una curva tedrica calculada a partir de la e=-
cuacién anterior empleando los valores de kié: = L0 m:i.n-1 y
KgI = 1,26 x 10—8 M (pKa 7,9), como se observa en la figura 15.
El ajuste también es véAlido, aunque en menor grado, si se supo=~
nen 2 grupos ionizables de pKa 7,9« En esta misma figura se
muestra que sobre pH 9,5 el valor de kobs incrementa bruscamen-
te (linea de trazos). Este aumento en la velocidad de inactiva-

cién a pH alcalino ocurre probablemente porque en estas condi-

ciones reaccionan ademls otros grupos aminos de la enzima.

3. Efecto de fuerza idnica

Con el objeto de obtener informacidn sobre el posible me=
canismo y sitio fisico de la reaccidn de inactivacidn, se estu-
dié el efecto que pudiera tener la fuerza idnica del medio so-
bre la reaccidn de inactivacidn. Con este fin se agregbd (NH4)2804
en concentraciones determinadas al medio de reaccidn, a pH 8,6.
Las alicuotas para la determinacibén de actividad se diluyeron
adecuadamente de tal modo que todos los ensayos de actividad
enzimdtica se realizaron a una misma fuerza idnica. Los resulta-
dos obtenidos se presentan en la figura 16. Ellos muestran que
la constante de velocidad de inactivacién disminuye apreciable-
mente al aumentar la fuerza idnica hasta hacerse cero a fuerzas

idénicas iguales o superiores a 1,0,
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Figura 16. Efecto de la fuerza idnica en la k - de la reaccidén de
inactivacién de la RNA polimerasa de E. coli aon PLP 0,1 mM.

La reaccidn de inactivacidn de 1a enzinma (0,18 mz/ml) con PLP
Oy1 mM se realizd en BGMED pH 8,6 a 309. La fuerza idnica se ajustd
con sulfato de amonio y la actividad se ensayd previa dilucién para
obtener una fuerza ibnica constante (u = 0,1), con DNA de bacteriéfa=
go T; como molde. Los valores de k he o€ calcularon como se indica
en la figura 15. E1 100% dg actividad correspondidé a la incorpora-
cién de 2,3 nmoles de UMP-"H en el RNA.
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4, Efecto de la temperatura en la reaccién de modificacidn y

efecto del tipo de DNA usado en el ensayo de actividad residual

Para analizar estos efectos se incubd la RNA polimerasa de

E. coli (0,11 mg/ml) con PLP 0,1 mM en tampdn barbital-HCl pH

8,0 como se indica en Métodos (experimentos cinéticos). La reac-
cibén de inactivacidén por PLP se realizd a 02, 30Q y 372 y la ac-
tividad residual se determind a 372, usando DNA de bacteriéfago
Tq como molde. Los resultados se muestran en la figura 17 e in-
dican que al aumentar la temperatura se produce un aumento en
la velocidad y en el grado de inactivacidén de la enzima. Luego
de reduccidén con NaBH, 2 mM se alcanza un grado de inactivacidn
semejante, del orden del 90%. Para determinar el efecto del ti-
po. de DNA usado en el ensayo de actividad residual se incubd
RNA polimerasa de E. coli (0,11 mg/ml) con PLP 0,1 mM) en bar-
bital pH 8,0, a 379 y se analizb la cinética de inactivacidn

con DNA de timo de ternera, DNA de bacteriéfago Tq y con poli
d(AT). La figura 18 muestra que el grado de inactivacidén medido
es algo dependiente del poli nuclebtido usado coms molde en el
ensayc de actividad, siendo més notoria la inactivacidén al uti-
lizar DNA de bacteridéfago T . Después de reduccidn con NaBHLF

2 mM esta diferencia es menos notoria obteniéndose valores de

aproximadamente 90% de inactivacidn.
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Figura 17. Cinética de inactivacibén de la RNA polimerasa de E. coli
con PLP 0,1 mM a distintas temperaturas.

La enzima (041l mg/ml) se inactivdé en BGMED, pH 8,0 a 02
(C—0 ), 302 ( O—0 ) y 372 ( 0—O0 ). A1 tiempo indicado por la fle
cha, el complejo enzima~PLP se redujo con NaBH, 2 mM. El ensayo de ac
tividad se realizd a 372 con una concentracidn de enzima de 0,018 mg/ml
¥ usando DNA de bacterigfago T) como molde. El 100% de actividad incor
pord 1,1 nmoles de UMP-"H en el RNA.
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Figura 18. Cinética de inactivacidén de la RNA polimerasa de E. coli
con PLP 0,1 mM usando diferentes polinucledétidos en el ensayo de acti
vidad residual.

La enzima (0411 mg/ml) se inactivd a 37° en BGMED, pH 8,0. Al
tiempo indicado por la flecha se redujo con NaBHL 2 mM en frio. 31
ensayo de actividad residual se realizd con DNA de bacteriéfago Ty
0415 mg/ml ( O—O); DNA de timo de ternero 0,17 mg/ml (A—A ) y po=-
1i d(AT) 0,13 mg/ml (O—0). E1 100%_de actividad correspondid a la
incorporacién de 1,06 nmoles de UMP-JH en el RNA con DNA de bacterid-
fago Ty, 0,72 nmoles con DNA de timo de {ernero y 1,73 nmoles con po-
1i d(AT) como moldes.




D. DETERMINACION ESPECTROFOTOMETRIC/A DE LA CINETICA DE FORMA-

CION DE BASE DE SCHIFF

l. Reaccidén entre PLP y RNA polimerasa de E. coli

La reaccidén entre RNA polimerasa y PLP involucra la forma-
cién de una base de Schiff, que tiene un méximo de absorcidn a
L30 nm como se mostrd en 1a figura 10. Fue de interés observar
y medir directamente esta reaccidn en un espectrofotédmetro. Con
este objeto se mezeld en la cubeta de reaccidn RNA polimerasa
de E. coli (3,3 x lO"'7 M) y PLP (1 x 10-4 M) en tampdén barbital
rH 8,6 (las otras condiciones fueron similares a las especifica=~
das en Métodos bajo el titulo experimentos cindticos). Se usd
un espectrofotdmetro Varian Techtron 635. Las cubetas de referen~
cia contenian en igual volumen (1 ml) 1o mismo que la cubeta de
reaccién, menos la enzima. Inmediatamente después de mezclar
los reaccionantes, se observd un aumento de absorbancia a 430 nm,
fendmeno que procedid exponencialmente y se completé a los 5 mi=-
nutos. El trazado del inscriptor del espectrofotdémetro se pre-
senta en la figura 19. Los datos se ajustan bien a una reaccidn

de primer orden con una constante de velocidad kobs = 0,99 min-l.
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Figura 19. Cinética de formacidén de base de Schiff entre PLP y RNA
polimerasa de E. coli.

Se incubd RNA polimerasa 0,18 mg/ml en barbital-HCl 20 mM, pH
8 +6, a 30° con PLP 041 mM. Se mididé el incremento de absorbancia a
h}O nm en un esnectrofotometro Varian Techtron 635. La cubeta de refe
rencia contenia PLP 0,1 mM en el mismo tampdn. Otros detalles se 1nd1
can en Métodos, exnerlnentos cinéticos, pérrafo 4. En el recuadro de=
recho se incluye el grafico semilogaritmico para el cdlculo de la cons
tante de velocidad kobse
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2. Reaccidn entre PLP y DNA, sustratos y otros compuestos con

grupos aminoc

Considerando que el grupo aldehido del PLP puede formar u-
na base de Schiff con cualquier grupo amino presente, se explo=-
ré la posibilidad de que el DNA y algunocs sustratos de la enzi-
ma tuvieran disponibles algd%os grupos aminc y éstos pudieran
reaccionar con PLP. Para esto se observd la formacidn de bases
de Schiff a 430 nm al incubar ATP, GTP y CTP como sustratos ami
nados de la enzima y DNA de timo de ternera ¥y de bacteridbfago
T# en las concentraciones usadas en el ensayo de actividad, con
PLP 0,1 mM a pH 8,0. Los resultados se muestran en la figura 20,
No se observa ningln cambio detectable en 1la absorbancia a 430
nm que indiquen formacibén de base de Schiff en estos casos. Sin
embargo, al emplear una solucidn de Tris-HC1l o lisina a pH 8,0
con una concentracidén de grupos aminoc de 0,2 mM, similar a la
del DNA usade en los ensayos, se observa una clara aparicibén de
absorbancia a 430 nm en el tiempo. Se incluye ademés, a modc de
comparacidén la cinética entre PLP 0,1 mM ¥ RNA polimerasa de
E. coli (0,18 mg/ml). Estos resultados concuerdan con los de
otros autores que indican que los grupos amino de las bases del
DNA de doble hebra no estén accesibles para la reaccidn con for
maldehido en medio acuoso, a pH neutro (105). Esto se explica
por la participacibén de los grupos amino en la mantencidn de 1la
estructura secundaria del DNA., Se concluye tambidn que los gru-

pos amino existentes en las bases nfiricas Y pirimidicas de los
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Figura 20. Cinética espectrofotométrica de la reaccidén entre PLP y
DNA, sustratos y otros compuestos con grupos anmino.

Se midid el incremento de absorbancia a 430 nm en un espectro=-
fotdmetro Cary modelo 118 C. Se incubd en la cubeta de muestra PLP
0,1 mM en barbital-HC1 20 mM, pE 8,0, a 302, alternativamente con:
DNA de bacteridéfago T; 0,15 mg/ml; DNA de timo de ternero 0,15 mg/mlj
ATP 1 nM; GTP 1 mM; CTP 1 ml; Adenina 1 mM; Tris-HCl 0,2 mlM, pH 8,0;
y L-lisina 0,1 mM. A& modo de comparacidén se incluye la cinética obte=
nida con RNA polimerasa de BE. coli 0,18 mg/ml. En todos los casos, la -
cubeta de referencia contenia PLP 0,1 mlf en el mismo tampdn.




sustratos no reaccionan con PLP, en las condiciones descritas.

E. IDENTIFICACION DE LOS RESIDUOS DE RNA POLIMERASA MODIFICA=-

DOS POR PLP

Las evidencias cinéticas antes presentadas, como tambidn
los estudios espectrales, sugieren la participacién de grupos
amino de la enzima en la reaccidn con PLP., Los estudios de pH
indican que el grupo modificado tiene un Pka cercanoc a 7,9, La
demostracién de que el grupo reaccionante con PLP corresponde
a un £ ~amino de lisina se obtuvo mediante andlisis directo de
hidrolizados de enzima~PLP por electroforesis de alto voltaje
¥ cromatografia en papel. Para este objeto se incubd RNA poli-
merasa de E. coli (3 mg) o bien, polimerasa I de levaduras

2 mg) en tampdn BGMED pH 7,9 con PLP 0,1 mM por 30 minutos a
372. Luego se redujo la base de Schiff formada con NaB-BHq 1 mM
(actividad especifica de 250 Ci/mol) a 02. Luego de didlisis
exhaustiva e hidrdlisis &cida total, las muestras se analizaron
con electroforesis de alto voltaje y cromatografia en papele.
Los resultados cobtenidos con la enzima de E. coli se muestra en
la figura 21 y los resultados con 1la enzima I de levadura, se
presentan en la figura 22, En ambos casos ¥ por los dos métodos
se obtuvo sélo una mancha radiactiva cuya migracidn correspon-

did exactamente a la migracién de un patrén de N-£

s

~piridoxil-

lisina preparado por sintesis quimica en el laboratorio.
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Figura 21. Identificacién de N=§ =piridoxil-lisina como el residuo
aminoacidico de RNA polimerasa de BE. coli modificado por PLP,
La enzima (3mg) se incubd en BGMED pH 7,9 con PLP 0,1 mlM por
30 minutos a 3702. Luego se redujo con NaB-"H, 1 ml, se dializé y se
sometid a hidrdlisis &cida total. Alicuotas del hidrolizado se ana-
lizaron como sigue:
A. Electroforesis de alto voltaje en piridina-acido acético-
agua (1:10:89 v/v), pH 3,5.
B. Cromatografia en papel en butanol-piridina-acido acético-
agua (30:30:6:24 v/v).
Otros detalles y la preparacién del estéandar N-§ =-piridoxil-li
sina se indican en Métodos.
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Figura 22. Identificacién de N-¢€ =piridoxil-lisina como el residuo

aminoacidico de la RNA polimerasa I de levaduras modificado por PLP.
La enzima (2 mg) se incubd en BGMED pH 7,9 con PLP 042 ml por

30 minutos a 37Q. Se redujo con NuB-JH,l_ 1 mM, se dializé e hidrolizéd

totalmente con HCl.

A. Electroforesis de alto voltaje en piridina-acido acético=-
agua (1:10:89 v/v), pH 3,5
B. Cromatografia en papel en butanol-piridina-acido acético=-
agua (30:30:6:4 v/v). Otros detalles son idénticos a los de

la figura 21.
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La deteccién de otros aminoAecidos modificados por PLP se=-
ria claramente observable por electroforesis de alto voltaje en
las condiciones descritas,ya que N= ¢ -piridoxil~lisina tiene el
grupo A -amino protonado a pH 3,5 y por esto se desplaza répidg
mente hacia el cAtodo. Los otros aminodcidos pueden reaccionar
con PLP a través del grupo ~{-amino terminal da las cadenas pPO=
lipeptidicas. Aungue el derivado N-o(~piridoxil-arginina tiene
grupos amino protonados a pH 3,5 y podria migra£ come Ne§ epiri-

doxil-lisina, el sistema descrito discrimina entre ellos.

F. EFECTO DE LA MODIFICACION CON PLP SOBRE LA ESTRUCTURA CUA-

TERNARIA DE LAS RNA POLIMERASAS

Es factible suponer que las reacciones de modificacidén con
PLP afecten la compleja estructura cuaternaria de las RNA poli-
merasas, produciendo la disociacidén de algunas de las subunida-
des, como se ha propuesto en la modificacidn de la fosfofructo=~
quinasa ovina por PLP (106). Estc explicaria la pérdida de acti
vidad total y la incapacidad de la enzima para unir DNA, como
se verd mds adelante. Sin embargo, al preincubar la RNA polime-
rasa de E. coli (0,32 mg/ml) o la enzima I de levadura (0,6 mg/ml)
con PLP 1 mM y luego reducir con NaBH,, 6 mM (condiciones de inac-
tivacidn total en ambos casos) nc es posible detectar la pérdida

de alguna subunidad de las enzimas, al analizar la estructura
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nativa por electroforesis en geles de peliacrilamida.

En la figura 23 se muestran los trazados densitométricos
de los geles que contienen la enzima de E. coli nativa y modi-
ficada y en la figura 24, los correspondientes a la enzima I
de levaduras. No se advierte ninguna banda extra de proteina
ademads de aquella correspondiente a la enzima nativa. No apa=-
recen grandes diferencias en la movilidad relativa de las en=-
zimas modificadas respecto a las nativas, aunque aparentemen-
te ambas RNA polimerasas modificadas migran un poco mis hacia
el &nodo. Esto se puede explicar por la introduccién de cargas
negativas aportadas por el fosfato del PLP que alteran la car-
ga total de la proteina. El efecto se puede amortiguar debido
al elevado peso molecular de la enzima y no es tan notorio como
se ha reportado para la modificacibén de la subunidad cataliti-

ca de aspartato transcarbamilasa por PLP (107,108).

G. EXISTENCIA DE DOS POBLACIONES DE GRUPOS AMINO EN RNA POLIME-

RASA

1. Efecto discriminatorio de la inactivacién con PLP 0,1 mM so-

bre la RNA polimerasa de E. coli

Los estudios anteriores han establecido que la reaccidn de
PLP con la RNA polimerasa de E. coli y también con la enzima I

de levaduras, conduce a la modificacidén selectiva de residuos
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Figura 23. Efecto de la modificacidén con PLP sobre la estructura cua=-
ternaria de la RNA polimerasa de E. coli.

La enzima (0,32 mg/ml) se incubd en BGMED, pH 8,0 por 12 minu-
tos a 302 en ausencia (A) o en presencia (B) de PLP 1 mM y se redujo
con NaBH, 6 mM en frio. La electroforesis se realizd en tubos cilin-
dricos con acrilamida al 5%, con 15 ng de enzima por gel, como se in

dica en Métodos. El trazado densitométrico se realizd a 650 nm, a una
velocidad de 25 mm/min.
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Figura 2h. Efecto de la modificacién con PLP sobre la estructura cua-
ternaria de la RNA polimerasa I de levaduras.

La enzima (046 mg/ml) se incubd como en la figura 23, en ausen=
cia (4) o en presencia (B) de PLP 1 ml,se redujo con NaBH, & mM. La
electroforesis y el registro densitométrico se realizaron como en la
figura 23.

97




de lisina. No ha sido posible detectar por electroforesis de
alto voltaje o cromatografia en papel, otro residuo modifica-
do por PLP. Es de interés conocer el rol que juegan estos resi=
ducs en la reaccidn de transcripeidén y establecer su nimerc y
si su poblacibén es homogénea frenta a la reaccién de modifica-
¢ibén por PLP.

Al preincubar RNA polimerasa de E, coli (0,1 mg/ml) con
PLP 0,1 mM en BGMED pH 8,0 se advierte un efecto notoriamente
diferente al analizar la cinética de inactivacidén en relacidn
a la sintesis de RNA y la capacidad de la enzima para unir DNA
(primera etapa del proceso catalitico). En la figura 25 se mues
tra que mientras la actividad total (medida por la incorporacién
de UMP-BH en el RNA) cae rApidamente y luego de reduccidén con
NaBH, 2 mM disminuye a un 18% con respecto al control; la ca-
pacidad de unir DNA—BH obtenido de células de hepatoma de rata
(HTC) permanece inalterada afin después de reduceién con NaBH,,
2 mM. Esto sugiere que el bloqueo primarioc de la sintesis de
RNA en estas condiciones deberia estar en la iniciacibén o elon=-
gacidén del RNA productc. Sin embargo, en la figura 25 también
se muestra que al analizar la cinética de inactivacidén con PLP
1 mM, es posible reducir ademls la capacidad de la enzima para
unir DNA. Estos resultados sugieren la existencia de 2 poblacip
nes de grupos ¢ -amino de lisina. Una de ellas reacciona con con
centraciones mencres que 0,1 mM de PLP y afecta a una etapa pos

terior a la unidn del DNA; la otra, reacciona répidamente cuando
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Figura 25. Efecto discriminatorio de la inactivacidn con PLP O¢1 mM
sobre la RNA polimerasa de B. coli. Cindticas de inactivacidn para
ensayos de actividad enzimiAtica y unidén a DNA.
La enzima (0,11 mg/ml) se preincubd con PLP Ol M (O, D) vy

LP 1 oM (O, 0) a 379. Se realizé el cnsayo de unidn a DNA-"H de
células HIC ( §,Q ) y de actividad enzimitica ( O, Q), segin se
describe en Métodos. La flecha indiea el tiempo de adicida de NaBH,
4 mM. E1 100% de unién a DNA-"H cogrespondid a la retencidn en filfros
de nitrocelulosa de 0,3 pg de.DNA-"H de HTC y el 100% de actividad
incorpord 0,72 nmoles de UMP=-"H en el RNA usando enzima 0,013 mg/ml
¥ DNA de timo de ternero como molde.
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la concentracién del modificador se eleva hasta 1 mM ¥y produce
una drastica disminucién de 1la capacidad de la enzima para unir
se a DNA. Este plan:eamiento concuerda con resultados anteriores
obtenidos del andlisis de la constante de inactivacién por PLP

a diferentes pH que indican la participacién de 1 & 2 grupos

de pka 7,9 y también la modificacién de otros grupos amino a pH

més alcalinos que tendrian pk, normales.

2. Nimero de residuos de lisina de cada poblacién

En relacidén con la participacién de residucs de lisina en
el sitio activo de enzima de E, coli ha sido de interés estable
cer el nlmero de grupos amino que constituyen estas dos pobla-
ciones. Para estudiar directamente la interaccién entre PLP ¥y
RNA polimerasa es ideal contar con el reactivo modificador mar-
cado isotépicamente y debido a que no es posible obtenerlo co-
mercialmente se ha elaborado un procedimiento basado en el méto
do de Stock y col. (89), para sintetizar quimicamente este pro-
ducto, marcado isotépicamente en el hidrégeno de la funeidn al-
dehido (ver Métodos). Se ha medido la incorporacidn de PLP-"H
en la RNA polimerasa de E. coli, valorandoc al mismo tiempo el
efecto que produce en la actividad total de la sintesis de RNA
Y en la capacidad de unién a DNA. La unién de PLP se ha medido
directamente por incorporacidn de PLP—EH ¥y retencién de la enzi
ma modificada en filtros de nitrocelulosa, como se describe en

Métodos.
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Ep la figura 26 se muestran curvas que representan la ac-
tividad enzimitica total y la unién de la enzima a DNA-BH de
HTC, en funcidn de los moles de PLP—BH, Como todos los ensayos
implican la medicidén de compuestos marcados con tritio, cada
curva se ha determinado en base a experimentos genelosy uno
de ellos se utiliza para la medicidn de PLP-BH ¥ el otro, rea-
lizado con PLP frio, se emplea ya sea para ensayo de sintesis
de RNA o unién a DNA-BH. La figura 26 muestra que al extrapolar
la pérdida de sintesis de RNA a 100% de inactivacidn, se detec-
tan entre 1-2 moles de PLP-BH incorporados. Para la pérdida to=-
tal de la capacidad de unidn a DNA-BH de HTC se requiere la in-~
corporacidén adicional de 24 moléculas de PLP-BH. En este grafi-
co también se observa que sélo despuds de modificar aproximada=
mente 5 residuos de lisina, empieza a disminuir la capacidad de
unir DNA; de tal modo que sélo 21 residuos estarian relaciona-
dos con la unién a DNA de HTC. No todos parecen afectar en igual
forma esta capacidad de la enzima. Se sugiere que aproximadamen-
te 6 residuos afectan en forma mAs importante la unidn o DNA.

Parte de estos resultados han sido confirmados por anAli-
sis espectrofotométricoc midiendo la absorcién de £ —amino fos-
fo piridoxil-lisina formada en la RNA polimerasa de E. coli,
luego de modificacidén con diferentes concentraciones de PLP.

Se midid en forma paralela la sintesis de RNA. Los resultados
se muestran en la figura 27 y confirman que basta la modifica-
cién por PLP de 1-2 residuos de lisina en la enzima de E. coli

para reducir casi totalmente la sintesis de RNA.
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Figura 26. Determinacidn del nfmero de moles de PLP-BH unidos a la
RNA “olim“rﬁsg de B. coli que anulan la actividad de sintesis de RNA
¥ la én a DNA.
Se analizd la actividad enzimdtica ( O—O l y la unidén a DNA
( @3 ) en funcidén de la razdn de ﬁolcs de PLP-"H ¢rcorporaﬂo, nor

mol de enzima a diferentes concentraciones del modifj cador. Lo RNA
polimerasa de E. coli (0,2 mg/ml) se incubd con PLP-"H entre 0,0091

v 1,6 mM a 372, pH 8,0, por 20 minutos, se redujo en frio con NQDH,

2 nM 'y se analizd la radiactividad incorporada erﬁn Métodos, bajo el
titulo de ensayo de unidén de PLP a RNA polimerasa, método radiactivo.
Los ensayos de actividad enzimética y unidn a DIA se realizaron segin
1étodos, con PLP no radiactivo en las mungS concentraciones. El 1Q0%
de actividad correspondid a la incorporacidn de 3,7 nmoles de UlP=-"H
en el RNA, vor & ng de enzima, con DNA de bacteribéfago T, como molde.
51 1Q0ﬂ de unidén a DNA correspondid a una retencidn de 0,; ng de
DNA-"E de HTC (actividad especifica de 54.000 cpm/}z
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Figura 27. Determinacidén espectrofotométrica del nilimero de moles de
PLP incorporados en la RNA polimerasa de E. coli que la inactivan
completamente.

Se analizé el % de actividad de sintesis de RNA en funcidn de
la razdn de incorporacidén de moles de PLP por mol de enzima. La RNA
polimerasa (0,3 mg/ml) se incubd con cantidades crecientes de PLP
(0,005 a 0,5 mM) en barbital-HCl 20 mM, pH 8,0, por 30 minutos y 37°
y se redujo con NaBHj en frio. Se ensayd actividad en alicuotas a-
propiadas y el resto se dializd como se indica en Métodos (ensayo
de unién de PLP a RNA polimerasa, método espectrofotométrico), para.
medir el PLP incorporado por absorbancia a 325 nm. E1 100% de activi
dad correspondidé a la incorporacidén de 3,7 nmoles de UMP-JH por 6 ug
de enzima, con DNA de bacteriéfago T, como molde.
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3, Moles de PLP incorporados en RNA polimerasa I de levaduras

que la inactivan completamente

Para estudiar la incorporacidén de PLP en la RNA polimerasa
I de levadura se utilizd NaB-BHq en la reduccidn del complejo
Enzima-PLP. La RNA polimerasa I de levaduras (0,8 mg/ml) se in-
cubd con varias concentraciones de PLP en tampdén barbital 20 mM
pH 7,9 por 20 minutos a 302 como se detalla en Métodos bajo el
titulo de ensayo de la unién de PLP a RNA polimerasa, método
radiactivo. Se redujo con NaB-BHQ 1 mM y se analizd la radiac=
tividad retenida en filtros de nitrocelulosa. Paralelamente en
muestras similares se determindé actividad enzimdtica. Los resul-
tados presentados en la figura 28 muestran un grafico lineal
hasta un 30% de la actividad residual. En este punto una extra-
polacién a 100% de inactivacién indica la incorporacién de 3
moles de PLP por mol de enzima I, aunque se cbserva una desvia-
cién de esta linea que extrapclada a una completa inactivacidn
indica 4-5 moles de PLP/mol de enzima. Estos resultadeos demues-
tran ademids que la reaccidn con RNA polimerasa I de levaduras

es altamente selectiva.

H. EFECTO DE LA MODIFICACION POR PLP SOBRE ALGUNAS ETAPAS PAR-

CIALES DE LA SINTESIS DE RNA

El proceso global de sintesis de RNA catalizado por la RNA

polimerasa es complejo y puede desglosarse en varias etapas
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Pigura 28. Determinacién del ntmero de moles de PLP incorporados en
RNA polimerasa I de levaduras gue la inactivan completamente.

Se analizd la actividad enzimitica en funcién de la incorporas
cién de PLP por mol de enzima. La enzima se incubd con varias concen~
traciones de PLP en barbital-HC1 20 mM, pH 7,9, por 20 minutos a 30°.
Se redujo con NaBBH4 vy se analizd la radiactividad como se indica en
Métodos (ensayo de unién de PLP a RNA polimerasa, métode radiactivo).
Para ensayo de actividad se analizaron alicuotas similares, pecro tra=-
tadas con NaBH,. E1 100% de actividad enzimitica correspondié a la in-
corporacién de 1,5 nmoles de. UMP-3H en el RNA, por 8 R de polimerasa.
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discretas: unidén a DNA, iniciacién, elongacién y terminacidn
de la cadena de RNA (5). Algunas de estas ctapas, tales como
la unién a DNA, iniciacién y elongacidn, pueden estudiarse se-
paradamente por métodos ya establecidos (70,71,109). Ha sido de
interés estudiar algunas de estas etapas separadamente, con el
objeto de analizar a qué nivel se produce la inactivacién por

PLP, en diferentes condiciones.

l. Unidn a DNA

Los resultados de la figura 25 indicaron que al modificar
la enzima de E. coli con PLP 1 mM, a 372, pH 8,0, se afectaba
la capacidad de unidén de la enzima a DNA-BH de HTC. Los experi=-
mentos descritos a continuacidén extienden este estudio, al ana=-
lizar los efectos obtenidos, variando condiciones de temperatu~
ra, pH, concentracién de PLP y analizando la unidn de poli
d(AT)-BH a la enzima de E. coli. Ademés se incluye el efecto
de PLP sobre la RNA polimerasa I de levaduras.

a) Formacién del complejo DNA-enzima con RNA polimerasa modi-
ficada con distinta concentracién de PLP y a diferente tem=-
peratura. Al estudiar la unidbn de poli d(AT)-BH a la RNA
polimerasa de E. coli previamente tratada con PLP en condi-
ciones que se obtiene un 85% de inactivacién (tratamiento
con PLP 0,1 mM mAs reduccibn con NaBH, 2 mM, a pH 8,0 y

372, da 15% de actividad residual con poli d(AT) como molde,
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seglin se mostrd en la figura 18) se observd que no se al-
tera la capacidad de la enzima para unirse al polinucled-
tido, independientemente de la temperatura utilizada en la
reaccién de modificacidn. Los resultados que se presentan
en la curva A de la figura 29 muestran una saturacifin hi=
perbbélica para la enzima modificada que es indistinguible
de la del experimento control. Sin embargo, si la reaccibn
de modificacidn se realiza con PLP 1 mM mas NaBH), 2 mM
(condiciones de total pérdida de actividad de sintesis de
RNA), se produce una evidente disminucidén en la capacidad
de retener poli d(AT)—BH en el filtrc (curva B en la figu-
ra 29). Este resultado es también independiente de la tem-
peratura utilizada en la reaccidn de modificacidn (0 6 372).
Los resultados obtenidos en este mismo estudio pero utili-
zando DNA—BH de células de hepatoma de rata se muestran en
la figura 30. Los datos indican nuevamente que luego de mo-
dificar la enzima de E. coli en condiciones que se obtiene
un 85% de inactivacién, (PLP 0,1 mM, NaBH, 2 mM, pH 8,0 ¥
370 usando DNA de timo de ternera como molde segln se
muestra en la figura 18) no se modifica su capacidad para
unirse a DNA. Este resultado no depende de la temperatura

usada en la reaccidn de modificacién (0 & 372). No obstan-

te, si la modificacién de la enzima se lleva a cabo con PLP
1 mM, reduccidén con NaBi; 2 mM a »H 8,0 sblo a 379 se pro=-

duce una notoria disminucidén de la capacidad de la enzima
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Figura 29. Unién a poli a(4T)-JH de la RNA polimerasa de E. coli modi-
ficada con PLP.
La enzima (0,65 mg/ml) se preincubd en BGMED pH 8,0, con PLP 0,1

6 1 aM a 37° por 10 minutos y se redujo con NaBHL4 2 mM. Se analizb en
alicuotas adecuadas la unidn a poli d(AT)-3H, con cantidades variables
de enzima, como se indica en Métodos. E1l polinucledtido tenia una ra=-
diactividad especifica de 25,1 uCi/pmol de P.

O—0O : enzima no modificada, tratada con NaBHy 2 mM.

OH—A : enzima modificada con PLP 0,1 mi,

©—0 : enzima modificada con PLP 1 mM.
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Figura 30. Unién a DNA-JH de HTC, de la RNA polimerasa de K. ¢oli mo=-
dificada con PLP. :

La enzima (0,6; mg/ml) se modificé como en la figura 29. El en-
sayo de unidén a DNA--H de HTC (actividad especifica 54000 cpn/ng) se
realizd como se describe en Métodos.

O—Q : enzima no modificada, tratada con NaBHi 2 mM.
B—{3 : enzima modificada con PLP 0,1 mM, a 0 6 37°.
ONH—A ¢ enzima modificada con PLP 4 mM, a 0°.

O—C0 : enzima modificada con PLP 1 mlM, a 370.
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b)

para retener DNA-BH en el filtro.

Resultados similares se obtuvieron usando DNA-BH de célu-
las de hepatcma de rata con la enzima I de levadurasen con=-
diciones de modificacibén levemente diferentes: PLP 0,12 mM
(actividad residual con DNA de timo, 21%) o PLP 1 mM (sin
actividad) con NaBH4 2 mM en ambes cascs, a pH 8,0 y 379.
La figura 31 muestra éstos resultados.

Formacidén del complejo (DNA-enzima) con RNA polimerasa pre-
viamente modificada a pH 10.56. Todos los resultadcs ante-
riores se referian a modificacidén de la enzima a pH 8,0.
Los resultados del efecto de pH en la constante de inacti-
vacidén por PLP nara la enzima de BE. coli (ver figura 15)
indican que la velocidad de inactivacidn de la RNA polime-
rasa por PLP 0,1 mM experimenta un brusco aumento sobre pH
10,0. Fue de interés entonces, estudiar la capacidad de u-
nién a DNA-BH de la enzima de E. coli modificada en estas
condiciones. Los resultados de este estudio se presentan

en la figura 32. Los datos muestran que la RN polimerasa
modificada con PLP 0,1 mM, con NaBHq 2 mM, a 372 y a pH
10,56, presenta una capacidad notoriamente disminuida para

unirse a DNA.

2. Iniciacidn de la sintesis de RNA

Los estudios previos han sugerido gque la modificacidn con

PLP mis selectiva (a bajas concentraciones) afecta a las RNA po-

limerasas en una etapa posterior a la unidn de la enzima al DNA.
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Figura 31. Unidn a DNA-BH de HTC de la RNA polimerasa I de levaduras,

modificada con PLP.
La enzima (0,7 mg/ml) se preincubd con PLP en BGMED, pH

7 9, a 37° por 10 mlnutos y se redujo con NaBH, 2 mM. Se analizd la
unidn a DHA—BH de HTC con cantidades variables de enzima, como se

indica en Métodos.
: enzima no modificada, tratada con NaBH4

o—o :
Lol : enzima modificada con PLP 0412 nM
Oo—8 : enzima modificada con PLP 1 mM.
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Figura 32. Unién a DNA—BH de HTC, de la RNA polimerasa de E. coli mo
dificada con PLP a pH 10,56. )

La enzima (0,65 mg/ml) se preincubd con PLP 0,1 mM, en BGMED oH
10,56, a 372 por 10 minutos ¥y se redujo en frio con NaB4, 2 mM. 5 mi
nutos después el pH se ajustd a 8,0 con Tris-HCl 0,1 M. E1 control
(enzima no modificada) se.traté en igual forma, pero se omitid PLP,

El ensayo de unién a DNA-"H de HTC se realizd como se indica en Méto
dos.

O—O : enzima no modificada, tratada con NaBH, 2 mM.

O-0 : enzima modificada a pH 10,56, con PLP 0,1 mM y NaBH, 2 mM, 37.
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Ha side de interés explorar la reaccién de iniciacidén de la sin-
tesis de RNA ya que esta es la primera etapa donde ocurre un
proceso quimico (formacién de enlace fosfodiéster) y es también
la etapa donde se manifiesta la especificidad . la enzima. O=
tros autores (60,61) han sugerido la participacién de grupos a-
mino de RNA polimerasa en la etapa de iniciacidén. La iniciacidn
de la sintesis de RNA puede medirse por la reaccién de intercam-

32

bio de PPi que es dependiente del DNA molde (71) o bien, por

32

la incorporacidén de ATP- P en el extremo 5' del RNA (110).

El andlisis presentado aqui se ha basado en el primer método.

3

La reaccidén de intercambio de 2PPi con el segundo nucledtido
incorporado luego de la formacidén del primer enlace fosfodiéster,
se ha realizado siguiendo las indicacicnes de Krakow y Fronk
(71), con leves modificaciones comoc se comenta en Métodos. En

la tabla 2 se muestran los resultados obtenidos con la enzima

de E. coli y la enzima I de levaduras. Paralelamente, se indica
en algunos casos, el % de actividad total de sintesis de RNA de
ambas polimerasas usando DNA de timo de ternera como molde. Los

32

datos indican que el sistema de ensayo de intercambio de P

PP, es dependiente de poli d(AT), Mg2+, UTP y enzimas, como se
deduce de los valores obtenidos por omisibén de ellos. En cambio,
la ausencia de ATP no parece afectar en el ensayo. Este resulta-
do ha sido descrito también por Krakow y Fronk (71) y se¢ expli-

ca por una probable contaminacién del UTP comercial con el ATP,

y ademés, la concentracién de ATP utilizada fue 100 veces més
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Tabla 2. Ig 01a01on de la sintesis de RNA. Reaccidn de inter-

cambio de dlrlglda por poli A(AT) y con ATP como sustrato
iniciador.
A 32 s
Condiciones cpm de PP. % de actividad total
(1n101ac1on} (sintesis de RNA)

RNA polimerasa E.coli

sistema completoc L6.000 100
sin poli A(AT) 1.073 "
sin Mge*t 1.267 -
sin UTP 728 -
sin ATP 15.900 -
enzima desnaturada (5 min, 602) 826 241
enzima-rifampicina (214 ung/ml) 3%.903 1,4
enzima-PLP (1 mM) 672 2,7
enzima-PLP (0,1 mM) 24,370 18

RNA polimerasa I de levadura

sistema completo 7.676 100
sin poli d(AT) 345 -
sin enzima 85 -
enzima=PLP (0,18 mM) 1.646 21

La reaccidn de inactivacién de las enzimas (1 mg/ml) con
PLP en las concentraciones seilaladas, se realizd en BGMED, pH
8,0, por incubacidén durante 15 minutos a 379. Luego se agregbd
NaBH 2 mM en frio. En forma similar se procesaron los contro-
les respectivos, omitiendo PLP. La enzima de E. coli se inacti
vé con rifampicina 214 ug/ml en BGMED, pH 8,0 por 10 mlnutog a
‘09. Posteriormente se realizd el ensayo de intercambic de PP
como se describe en Métodos, bajo el titulc ensayoc de %EICI“—
cidén de la sintesis de RNA., La radiactividad total de
(actividad especifica 2.953 Ci/mol) agregada al asistema en un
volumen de O,1 ml fue de 12L4.300 cpm en el ensayc con la enzi-
ma de E. coli y 251.000 cpm para la RNA polimerasa I de leva-
duras. El ensayo de actividad enzimAtica residual se realizd
en ambos casos a 372, con DNA de timo de ternera como molde,
segln se describe en Métodos.
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baja que la de UTP.
Para la polimerasa de E. coli, la modificacién con PLP
0,1 mM produce una reduccidn aproximadamente del 50% en la
reaccifn de intercambio y para la enzima I de levaduras, la
modificacién con PLP 0,18 mM reduce el intercambio aln més
drésticamente (22%). Se advierte ademis, para la enzima de E.
coli, una reduccién casi toal del intercambio cuando se pre-
incuba la enzima (1 mg/ml) con rifampicina 214 pg/ml, un ti-
pico inhibidor de la iniciacién de la sintesis de RNA (111).
Con estos datos se sugiere que la modificacién con PLP més se-
lectiva de las RNA polimerasas (poblacidn de 1-2 grupos ami-
no en la polimerasa de E., ccli y probablemente la modificacidn
de hasta 3 residuos de lisina en la enzima I de levaduras) se
relaciona con el proceso de iniciacidén medido por la reaccidn
S

PPi'

de intercambio de
Sin embargo, existe la posibilidad que la medicidn

de intercambio de 3ZPPi antes descrita no represente realmente
iniciacién. Aunque se utiliza baja concentracidén de uno de los
sustratos (ATP = 10"6 M) lo cual restringe la etapa de polime-
rizacién del RNA (112), es posible que este ensayo incluya in=-
tercambio correspondiente a la etapa de polimerizacign. Krakow
y Fronk (71) han demostrado ademfs que otros nucledtidos aparte
de ATP, pueden funcionar como iniciadores en la medicidén por
intercambioc de PPio El uso de ADP como nucledtido inieiador,

2

aunque menos eficiente, limita el &ntercambio de 2PP. sélo al
ity
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primer enlace fosfodiéster ya que ADP no puede utilizarse en el
proceso de elongacién. Con esto, los resultados experimentales
son exclusivamen*c representativos de un intercambic debido a
iniciacidén de la sintesis de RNA. En la tabla 3 se muestran

los resultados cbtenidos con la polimersas de E. coli, usando
ADP 107" M. Los datos indican resultados similares a los obte-
nidos en la tabla 2. La modificacidn con PLP 0,1 mM reduce a
un 10% la capacidad de la enzima para catalizar el intercambio

>

2 ! ; s 6l
de PPi. Con la enzima I de levaduras nc fue posible cuantifi-

car la iniciacidn de la sintesis de RNA con este método, ya que
32

los niveles de intercambio de PPi, usando ADP, fueron muy ba=-

josa
I. ESTUDIOS DE PROTECCION DE LA MODIFICACION POR FLP

1. Proteccidén medida por ensayo de actividad total

Los experimentos se realizaron siempre utilizando la modi-
ficacidén por PLP més selectiva para las enzimas de E. coli y I
de levaduras.

a) Proteccién y recuperacidén de la actividad por DNA. Al estu-
diar el efecto protector de DNA de bacteridfago Tq sobre

la reaccidn de inactivacidn de la enzima de E. coli con

PLP 0,1 mM, se encontré que no sélo protege parcialmente

a la enzima sinoc que también es capiz de revertir la reac-

cidén cuando se agrega al complejo enzima-PLP gque no ha sido
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Tabla BBBIniciacién de la sintesis de RNA. Reaccibén de intercam-
bio de PP., catalizada por la RNA polimerasa de E. coli, diri-
gida por poii d(AT) y con ADP como sustrato iniciador.

Condiciones cpm de >2pp. % de actividad to-
(iniciacidny tal (sintesis de RNA)

Sistema completo 11.035 100

Sin poli d(AT) 1177 ®

Sin UTP o -

Sin ADP 2. 447 -

Sin enzima 198 -

+ enzima-rifampicina (1,71 ug/ml) 1.602 14

+ enzima-rifampicina (214 ug/ml) 1.226 1,6

+ enzima-PLP (0,1 mM) 2.290 20,9

+ enzima-PLP (1,0 mM) 505 By 11

La radiactividad total agregada 3& sistema en un volumen final
de 0,1 ml fue de 235.300 cpm de ~ PP. (actividad especif%ca
2.953 Ci/mol). La concentracién final de ADP fue 1 x 10°° M y
los resultados son un promedio del experimento en triplicado.
Otras condiciones de ensayos son iguales a las descritas en la
tabla 2,
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reducido con NaBHq. En la figura 33 se muestra que DNA de
bacteribdfago T, 0,14 mg/ml agregado previamente a la en-
zima de E, coli (0,18 mg/ml) o después de alcanzar el mé-~
ximo de inhibicién con PLP 0,1 mM a pH 8,0 y 302, protege
o se recupera la actividad en un 57% del méximo de inhibi-
cidén alcanzado (67%). Los resultados son muy similares al
estudiar el efecto protector de DNA de timo de ternera en
la enzima de E. coli (figura 34) y en la enzima I de leva-
duras (ver tabla 5). La inhibicidén de un 65% producida por
PLP 0,1 mM en la polimerasa de B. coli (figura 34), comien
za a revertirse por la adicidén de DNA de timo de ternera
(0,17 mg/ml) al tiempo sefialado por la flecha A, protegien
do en un 55%. Si se agrega DNA después de la reduccibn con
NaBHh 2 mM comc se indica en la flecha B de la figura no
hay recuperacidn de la actividad enzimAtica. Esto se debe
a que el PLP esti unidc covalentcmente a la enzima. En es-
ta figura se incluye a modo de comparacidn, el efecto de
Tris-HC1l O,4 mM en la recuperacidn de la enzima inhibida
por PLP. No se advierte ninguna recuperacién de la activi-
dad enzimdtica aunque en la figura 8, el efecto de Tris-HCl
17 mM fue muy notorio. El efecto protector del DNA no se
debe a un efecto de reversidn por los grupos amino del DNA
que en todo caso estarian comprometidos en la estructura
secundaria de esta macromolécula (doble hebra), ni tampoco
protege a la enzima por consumo del PLP presente, ya que

se demostrd antes que PLP no reacciona con DNA (figura 20).
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Figura 33. Efecto del DNA de bacteridfago T), en la cinética de inac-
tivacidén de la RNA polimerasa de E. coli con PLP.

La enzima (0,18 mg/ml) se inactivé con BGMED pH 8,0 a 302, con
PLP 0,1 mM en ausencia ( O—O ) o en presencia ( &—4A S de DNA de
bacteriéfago T, 0,14 mg/ml. A los 5,5 minutos (flecha), una alicuota
de la muestra preincubada en ausencia de DNA, se tratd con DNA de
bacteriéfago T) 0,14 mg/ml ( ©—O ). La actividad enzimética se ensayd
a 309, con 0,05 mg/ml de enzima y el mismo DNA como nolde, segin se
indica en Métodos. : ’
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Figura 34. Efecto del DNA de timo de ternero en la cinética de inac-
tivacidén de la RNA polimerasa de K. coli con PLP.

La enzima (0,11 mg/ml) se inactivdé en BGMED pH 8,0, a 372, con
PLP 0,1 mM. Al tiempo indicado por la flecha A se separan 3 alicuotas
que se tratan con DNA de timo de ternero 0,17 mg/ml ( &—A ), NaBd,
2mM ( ©—0© ) y la alicuota restante se trata con Tris-HCL 0,4 mM,
pH 8,0, al tiempo indicado por la flecha ¢ ( O—O ). La flecha B indi
ca la adicién de DNA de timo de ternero 0,17 mg/ml a la alicuota pre-
viamente tratada con NaBH, 2 mM. El ensayo de actividad se realizd a
372 con enzima 0,018 mg/ml y DNA de timo de ternero como molde, segln
se indica en Métodos.
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En todo caso se puede calcular la concentracidn de grupos
aminc de una solucién de DNA de fago Tq de 0,14 mg/ml en
base a su ccmposicidn de bases (113) y a su peso molecular
(85) obteniéndose un valor de 0,28 mM en grupos amino. Lo
mismo puede calcularse para una solucién de DNA de timo de
ternera 0,17 mg/ml, segin su composicidn de bases (114) ¥y
peso molecular (115) dando un valor de O,4 mM en grupos
amino. En la figura 34 se demostr5 que una concentracién

de Tris-HC1l 0,4 mM no produce ninguna reversidn en la inac-
tivacidén por PLP 0,1 mM de la enzima de E. coli. Por lo
tanto, el efecto protector del DNA es especifico y produci-
do probablemente por un impedimento estérico que limita la
accesibilidad del PLP o facilita su desplazamiento de la
enzima por la estrecha vecindad entre el sitio de unidbn del
DNA y el sitio de iniciacidén. Los resultados anteriores su-
gieren que el PLP se une a la enzima probablemente en el
sitio de iniciaecidén y puede ser desplazadec por la unibn del
DNA. Como estos grupos amino no estén relacionados con la
unién de la enzima a DNA, es posible pensar que el efecto
protector del DNA es un evento secundario que ocurre lue-
go de su unidn a la enzima.

Proteccidn por nucledtidos. Se considerd de interés estudiar
el efecto de sustratos y la adicidén simulténea de DNA sobre
la reaccidn de inactivacidn. Con este objeto se incubd RNA

polimerasa de E., coli (0,18 mng/ml) con PLP O,1 mM en
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presencia de distintas concentraciones de UTP, ATP,y ADP

+ DNA de fago Tq; a tiempos apropiados se sacaron alicuctas

de 0,03 ml puca la determinacidn de actividad enzimAtica.

Todos los experimentos se realizaron a pH 8,0 en las condi-

ciocnes detalladas en Métodos bajo el titulo de experimen-
tos cinéticos. Los resultados se muestran en la tabla 4.
En ella se compara el % de actividad a tiempo infinito
(ADO) que es el porcentaje de actividad residual luego de
terminada la reaccidén de inactivacidén, y la constante de
velocidad de inactivacidén de experimentos realizados con
diferentes concentraciones de nucleétidos y/o DNA. lLos da-
tos de esta tabla indican que nucledtidos como CTP y ATP
no tienen efecto sobre la reaccidn de inactivacidén hasta
una concentraciin de 0,1 mM. A concentraciones de 0,5 mM
¥y 1 mM se observa un pequefio efecto protector del orden
de 7 a 10%; en cuanto al DNA de fago Tq la proteccidn es
de 57% como se ha indicado anteriormente y auments en un
10% mAs cuando ATP estd también presente en la preincuba-
cién. Esto sugiere que los efectos protectores de ATP y
DNA son probablemente independientes y por l¢ tanto, adi-
tivos. Esta explicacidén es consistente con el hecho que
en presencia de DNA y ATP se ha formado un complejo de
preiniciacidén y por lo tanto, el sitio de iniciacidn debe
estar més protegido.

Resultados semejantes sc obtuvieron con la enzima I de
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Tabla 4, Efectc de nuclebtidos y DNA en la cinética de inactiva-

cidén de la RNA pclimerasa de E.

COll con PLP.

Sin PLP
PLP 0,1
PLP 0,1
PLP 0,1
PLP 0,1
PLP 0,1
PLP 0,1
PLP 0,1
PLP 0,1

PLP 0,1
riéfago
PLP 10,1
fago Tq

PLP 0,1

(control)
mM

mM + CTP
mM + CTP
mM + CTP
mM + CTP
mM + CTP
mM + ATP
mM + ATP
mM + DNA
Ty, (o 1h
mM + DNA

% actividad
(Aa)

0,01 mM
0,05 mM
0,1 mM
0,5 mM
1,0 mM
0,5 mM
1,0 mM

de bacte-
mg/ml)

de bacterid-

(0,14 mg/ml) desnaturado

mM + DNA de bacteriéfago
Ty, (0,14 mg/ml) y ATP 1,0 mM

PLP 0,1 mM + DNA de bacteridbfago
T, (0,28 mg/ml) y ATP 1,0 mM

100
30
30
30
30
35
37
35
37

70

68

76

77

(A

= @ 9 O

10

10
27
5k
66

67

% proteccidn

)

k obs

(min~

0,53
0,53
0,53
0,50
0,57
0,60
0,63
0,65

0,70

0,72

N9

La enzima (0,18 mg/ml) se incubd por 30 segundos con los nucled-
tidos y/o DNA en BGMED pH 8,0 a 302 y luego se incubd por 15 mi-
nutos con PLP. Otros detalles se describen en Métodos, experimen
tos cinéticos, plrrafo 3. El ensayc de actividad con una concen-
tracién de enzima de 0,09 mg/ml se realizd como se describe en

Métodos. E1 100% d

actividad correspondid a la incorporacidn de

2,4 nmoles de UMP-"H en el RNA. El DNA se desnaturd por calenta=-
miento a 1002 durante 5 minutos y enfriamiento ripido en mezcla
hielo-metanol.
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levaduras (tabla 5), aunque los nuclebtidos protegieron wun
poco mis (20-30%) y el efecto obtenido con DNA, ATP, GTP y
CTP presentes, produjo una proteccidn de 90%, indicando

también aditividad.

2. Proteccidn medida frente a la incorporacidn de PLP-BH en la

RNA polimerasa de E. coli

a) Proteccidn por DNA y nuclebtidos. Los resultados antes co=-

mentados sugirieron los estudios de proteccidn por poli
d(AT) y por sustratos frente a la reaccidn de incorpora=-
cidn de PLP-BH en ensayos de actividad total. En la figu-
ra 35 se muestra un efecto protector con diferentes concen-
traciones de poli d(AT), ATP y UTP cuandoc se preincuba la
enzima (0,52 mg/ml) con estos compuestos por 14 minutos y

35

luego se ensaya para inorporacidn de 2 nmoles de PLP-
como se indica en Métodos. Estimando el peso molecular de
poli d(AD en 50.000, segln lo indica el fabricante, es po-
sible estimar que una concentracién de 0,12 uM, protege
efectivamente un 40% frente a la reaccién de modificacidbn
medida por inccrporacidén de 2 moles de PLP—BH.

El efecto protector de ATP y UTP es similar (entre 62-70%
de proteccidn) y difieren sblo si se les comparan a con-
centraciones de alrededor cde 1 mM. En este rango, ATP pa-

rece ser un protector mucho méas efectivo que UTP, lo que

sugiere que la proteccidén se realiza para un grupo amino
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Tabla 5. Efectc de nucledtidos y DNA en la cinética de inacti-
vacién de la RNA polimerasa I de levaduras con PLP

% de actividad % de proteccidn
residual
sin PLP (control) 100 -
PLP 0,2 mM 50 -
PL? 0,2 mM + ATP 1,0 mM 65 30
+ GTP 1,0 mM 65 30
+ CTP 1,0 mM 60 20
+ ATP, CTP y GTP
1 mM en total 90 &0
PLP 0,2 mM + DNA de timo de
ternera (0,16 mg/ml) 80 60

PLP 0,2 mM + DNA de timo de ternera

(
(0,16 mg/ml) y ATP, CTP y GTP 1 mM

en total g5 90

La enzima (0,4 mg/ml) se preincubd 5 min en BGMED pH 7,9 con
los nucledtidos v,/o0 DNA a 302 y luego se incubdé por 10 minu=-
tos con PLP, Otros detalles se sefilalan en Métodcs bajo el ti-
tulo experimentos cinéticos, parrafo 3. Se realizd el emnsayo
de actividad de alicuotas que contienen 4 mg de enzima como se
indica en Métodcs. El 100% de actigidad correspondid a la in=
corporacidén de 0,75 nmoles de UMP—)H en el RNA.
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H:Lgura 35. Efgcto protector de poli d(AT), ATP y UTP en el encayo de
unién de PLP-"H a la RNA polimerasa de 52"32&&

La enzima (0,52 mP/nl) se preincubd a 37 durante 14 d"rutos
con concentraciones crecientes de poli d(AT) ( &——& ), ATP (=0 )

P(0O—0) & ATP en presencia de uga conc cnuraclon fija de \Oll

d(hm) ( E—3 ). Luego se agregd PLP-"H, 0,06 mM final (actividad es=
pecifica 26 Ci/mol), v se 1ncuao 20 mlnatos nis a 3?9 Se redujo con
NaBH, en frio. El ensayo de unién de PLP- ‘I se realizd como s¢ indica
en Métodos. E1,100% de unidn correspondid a la incorporacidn de 0,21
nmoles de PLP=-"H en la enzima.
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b)

implicando en la iniciacién, si se considera que en gene-
ral se han propuesto come nucledtidos iniciadores a ATP ¥y
GTP (116-118),

Un mayur efecto protector por ATP, se advierte cuando la
preincubaciln se realiza en presencia de una cantidad fija
de poli d(AT) (6 ng/ml), aunguc este efecto no es comple-
tamente aditivo. Estos resultados indican que el sitio pro
tegido en la enzima de E. coli (1-2 grupos ¢ -amino) es

en cierto grado compartido por poli d(AT) y ATP para la u-
nisn simulténea de ellos al formar el complejo de prein-
cubacidn,

Efecto de rifampicina y AF/013. Ha sido de interés explo-
rar si rifampicina, un antibibtico descrito como un inhi-
bidor de la iniciacién para las enzimas bacterianas (119)
bloquea estos grupos amino para que reaccionen con PLP. En
la figura 36 se muestra el efecto de rifampicina y AF/013
(compuesto sintético derivado de rifampicina) en la incor-
poracidn de PLP—BH. La enzima sc preincuba a 02 con concen
traciones entre 42,8 y 428 ug/ml de estos antibidticos y
luego se mide la incorporacidn de PLP-BH. De esta figura
se advierte que rifampicina no interfiere con la incorpo-
racidn de PLP—BH, a pesar que con la concentracidén mlAs ba-
Jja usada, la enzima est& completamente inhibida. Esto indi
ca que ambos compuestos se unen independientemente a 1la en

zima y sin embarge, afectan la misma etapa catalitica.
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Figura 36. Efecto de Rifempicina y AFOl> en la unidn de PL?TDH a la
RNA polimerasa de E., coli,

La RNA polimerasa (0.6 mg/ml) se preincubé a 02 con concentra=-
ciones entre 42,8 y 428 ug/ml de cada zantibidtico disuwelto en DNSO.
Luego se agregd PLP-"H 0,1 mM y se incubd 20 minutos a 372. Se redujo
con NaBH, 2 mM en frio. La unidn de PLP-"H se ensayb como se describe
en Métodos.,El 100% de unidn correspondid a la retencidn de 0435 nmo=-
les de PLP-"H.
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AF/013 posee un efecto diferente ¥y en la figura 36 se ob=
serva que no permite la incorporacidn posterior de PLPuBH.
Esto se explica en base al diferente mecanismo de inhibi-
cibén propuesto para este derivads. L1 AF/013 inhibe por
formacién de una envoltura hidrofdbica alrededor de la
enzima, con varias moléculas de este compuestc, sin exis-
tir un mecanismo de inhibicibn especifico. Esta pantalla
restringe el acceso de PLP a la enzima pero no es por com-

petencia de un mismo sitio de unién.
J. MARCACION DE LAS SUBUNIDADES DE LAS ENZIMAS CON PLP

1. RNA polimerasa de E. coli

Con el objeto de caracterizar la ubicacidn en la enzima

del o de los sitios de reaccién del PLP, se incubd la RNA poli-
merasa (0,2 mg/ml) con PLP 0,1 mM en tampdén BGMED a pH 8,0 y 309,
durante 20 minutos, en presencia o ausencia de DNA de timo de
ternera. El complejo formado con PLP se redujc a 02 con NaB-BHL_F
1,8 mM (250 Ci/mol) y se dejé reaccionar por 5 minutos, se in-
cubd a 502 5 minutns mAs para destruir el NaB-BHh remanente. Se
agregaron 50 ug de poli A para facilitar 1la precipitacibn con
TCA al 20%, se lavd el precipitado 2 veces con una mezcla etanol-
éter (1:1). El precipitadec se disolvid en el tampdén de electro-
foresis para geles de poliacrilamida al 9% con 0,1% de SDS y se

procedié segin Laemmli (98) usando un sistema en placa. Se
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aplicaron muestras con 7 ug de proteinas y la radiactividad se
midié por fluorografia (ver Métodos). En la figura 37 sc mues-
tran los trazados densitométricos de los autoradiogramas obte-
nidos. El registro A muestra la marcacidén de las subunidades
;@,ﬁ?' v<¢. No se encuentra radiactividad asociada con la subuni-
dad i, El registro B muestra el efecto protector del DNA de
timo de ternera, el cual reduce notoriamente la marca, sin mos-
trar un efecto preferencial en la proteccidn de alguna subuni-
dad. Con el fin de aclarar si la marcacidén de los subunidades

o _' » * . . . . .
f£,#2 y=_ ocurre debido a que las condiciones de modificacidn

de la enzima no son los més selectivos, se procedid a analizar

el perfil de marcacidn de las subunidades al modificar la enzi-

ma bacteriana (0,4 mg/ml) con PLP 0,05 y 1,0 mM. Se usd PLP—BH

(26 Ci/mol), se incubd en las mismas condiciones ya descritas,

reduciendo con NaBHh 2 mM. Luego de di&lisis exhaustiva con

tampdén barbital-HC1 20 mM, pH 8,0, Mg612 10 mM, EDTA 1 mM y

I 2-mercaptoetanol 10 mM, alicuotas con 80 ung de proteinas se so-
metieron a electroforesis en geles de acrilamida al 12% con SDS
al 0,1%. Los geles cilindricos se cortaron en segmentos de 2 mm

| Y se incubaron en tubcs de contec con 0,5 ml de una mezcla de

; solubilizador NCS/HEO (relacién de vollmenes 9:1) a 542 durante
3 horas. La radiactividad se determindé agregando 8 ml de ligui-
do de centelleo TENAP. En la figura 38 A se observa que el per-

3H 0,05 mM o 1 mM

fil de marcacidn de las subunidades usando PLP-
(figura 38, densitogramas A y B respectivamente) es similar, en
| el aspecto cualitativo, al presentado en la figura 37 (densito-

| grama A) de modo que se confirma la modificacidn de las subunidades
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Figura 37. Marcacidn ge subunidades de la RNA pollmerasa de E. coli
con PLP 0,1 mM y NaB-"H

- La enzima (0,2 mg}ml) se incubdé en BGMED pH 8,0 con PLP 0,1 mM
en ausencia (A) o en presencia (B) de DNA de timo de ternero 0,3
mg/ml durante 20 minutos a 302, Se redujo a 02 con NaB- Hy 1y 8 mM
(250 Ci/mol). Las muestras (7 ug) se concentraron por nreclpltaclon
con TCA y las subunidades se separaron por electroforesis en placa

de gel de poliacrilamida al 9%, con SDS 0,1%. La radiactividad de los
geles (revelada por fluorografla) ¥y los trazados densitométricos se
realizaron como se indica en Métodos. Se incluye la posicidén de las
subunidades detectadas por tincidén con Azul de Coomassie en una mues=
tra corrida simulténeamente.
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Figura 38. %arcacién de las subunidades de la RNA polimerasa de E. co
1i con PLP-"H. ' =

La enzima (0.4 mz/ml) se inactivé con PLP-"Il en las mismas cone
diciones de la figura 37 y se redujo con NaPH; 2 m¥. Iuego de didli-
sis se aplicaron 80 ng de proteina a geles cilindricos de poliacril-
amida al 12% con SDS 0,1% y la electroforesis se realizé segiin Métow-
dos. Segmentos de 2 mm de los geles se solubilizaron en NCS y la ra-
diactividad se analizd en ligquido dg centelleo TERAP.

A: enzima modificada con PLP~ZH 0,05 mM.

B: enzima modificada con PLP-"H 1 mM.
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L
%y 2 Yol. Se advierte ademés, en estos resultados, que al modi-
; - 2 - : )
ficar la enzima con NaD- Hq y PLP 0,1 mM se incorpora mAs radiac=
R 1
tividad en la subunidad ol cue en /#+ A , con respecto a la in-

3

corporacidén obtenida con PLP=-"H 0,05 mM. Esta diferencia podria
deberse a que la incorporacidén de PLP, en el sentido cuantitati-
vo, seria dependiente de la concentracién del modificador: con
PLP 0,05 mM se marcaria preferentemente !@ + ;31, con PLP 0,1 mM
la incorporacidén seria mayor en ™ y con PLP 1 mM nuevamente se
marcaria mas /% + ﬂﬁl que %, En todo caso, no se intentan compa=

raciones de orden cuantitative en la marcacidn de las subunida-

des.

2. BRNA nolimerasa I de levaduras

Para estudiar la marcacidén de las subunidades de la RNA po=-
limerasa I de levaduras se realizd un andlisis similar al ini-
cialmente descrito para la enzima de E. coli. La enzima (0,375
mg/ml) se incubé con PLP 0,16 mM en las mismas condiciones antes
comentadas durante 30 minutos. Se redujo con NaB~3H4 1,8 mM
(250 Ci/mol) y se procesd en idéntica forma. Se sometid a elec-
troforesis en placa de gel de acrilamida al 11% con SDS 0,1%
como se indica en Métodeos. La radiactividad de las subunidades
se determind por fluorografia y simultAneamente se corrid una
muestra de enzima no modificada gque se usd para determinar la
posicifén de las subunidades de la enzima. En la figura 39, den-

sitograma A, se muestra la migracidn de las 11 subunidades de
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Figura 39. Marcacidn dg¢ las subunidades de la RNA polimerasa I de le=
vaduras con PLP y NaB-"H,
La enzima (0,375 mg/ml) se incubd con PLP 0,16 mll, en BGMED pH
749, por 30 minutos, en ausencia o presencia de DNA y nucledtidos, ¥y
se procesd en idéntica forma como se describe en la figura 37. La
. electroforesis se realizd en placa de gel de poliacrilamida al 11%
con SDS 0.1%, segin Métodos. Se incluyé otra muestra para determi-
nar la posicidén de las subunidades por tincidn. La radiactividad incor
porada se detectd por fluorografia.
A: subunidades de la enzima tefida con Azul de Coomassze.
B: subunidades marcadas con PLP 0,16 mM.
C: proteccidn de ATP, GTP y CTP (l oM c/u).
D: proteccidn por DNA 043 mg/ml.
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la polimerasa I de levaduras, cuyos pesos moleculares son:
185.000, 137,000, 48,000, 44.000, 41.000, 36.000, 28.000,
24.000, 20.000, 14.000 y 12.000. El densitograma B muestra que
en las condiciones descritas se marcan fuertemente las subuni-
dades de peso molecular 185.000, 48.000 y 37.000. El densito-
grama C de esta misma figura muestra un efecto protector espe-
cifico producido por ATP, GIP y CTP 1 mM cada unc, sobre la mo-
dificacidén por PLP de la subunidad de P.M. 185.000. Finalmente
en el densitograma D, se presenta el efecto protector del DNA
de timo de ternera (0,3 mg/ml) gue reduce simultéineamente la
marcacidn de las 3 subunidades modificadas por PLP. Estos re-
sultados, junto con los experimentos de intercambio de Z?aPﬁ-

PP; indican que el sitio catalitico responsable de la inicia-

cidén reside en la subunidad de peso molecular 185.000.
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DISCUSION

La sintesis de RNA catalizada por la RNA polimerasa de E.
coli involucra la unidn previa de DNA y sustratos nucleotf{dicos
a la enzima; estos compuestos poseen grupos fosfato ¥ reciente-
mente se ha sugerido la participacidn de grupos amino en enzimas
que requieren nuclebtidos o coenzimas nucleotidicas (120). El pi-
ridoxal 5'-~fosfato ha sido usado para estudiar el sitio de unibn
de sustratos forforilados en algunas enzimas (65-68). En varias
de ellas, la reaccidn especifica entre PLP y algunos aminodcidos

ha hecho que este compuesto sea una herramienta muy itil para
identificar grupos amino que participan en la catdlisis (96,121,
122).

En este trabajo se ha demostrado que PLP inhibe répida y
selectivamente a la RNA polimerasa de E. coli y también a RNA
polimerasas de algunos eucariontes. Su uso ha permitido obtener

informacién acercadel sitio activo de estas enzimas.

A. EVIDENCIAS CINETICAS PRELIMINARES DE LA REACCION ENTRE RNA

POLIMERASA DE E., COLI Y PLP.

Los estudios cinéticos de inactivacibén de la enzima en pre-
sencia de exceso de PLP sobre la enzima indican que la reaccibn
procede con una cinética de primer orden. A pH 8,0, con PLP 0,1

mM, se obtiene una constante de velocidad de 0,5% min-1. Al
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aumentar progresivamente la concentracidn de PLP se advierte un
efecto de saturacidén en el valor de la constante de velocidad.
Estos datos sugieren la formacidn reversible de un complejo no
covalente entre enzima y PLP previo a la formacidén de una base
de Schiff. Esto indica que existe un sitio fisico saturable en
la enzima donde se une y actfia el PLP. Esta situacién se ha en-
contrado a menudo al estudiar la cinética de inactivacibn de en-
zimas por reactivos dirigidos al sitio activo, por ejemplo, la
inhibicidn de carboxipeptidasa por bromoacetil-N-metil-fenilala-
nina (123) y glutamato deshidrogenasa por PLP (122).

El pH afecta la velocidad de inactivacidn, y los resultados
indican que la reaccibdn es dependiente de un grupo ionizable de
PKa 7,9 y ademds experimenta un brusco aumento sobre pH 10,0. El
grupo de pKa 7,9 podria ser un grupo ionizable de PLP o un resi-
duo de la enzima. PLP posee tres grupos ionizables; el fosfato
ioniza con pK 2,12 y 6,2, el grupo hidroxilo tiene un pKa b,k
y el nitrégeno aromidtico, 8,69 (124). Dado que el pK = del nitré-
geno aromAdtico del PLP es relativamente cercano al valor encon-
trado para la recaccidén de inactivacidn, los resultados cinéticos
no permiten descartar su participacidn en la reaccidn. Sin embar-
go, por razoens discutidas mls adelante, esta posibilidad no es
factible. El nitrbgeno se encuentra lejos del centro de reaccibn
y su desprotonacidén produciria una disminucidn, en lugar de un
aumento en la velocidad de reaccidn, dado que disminuiria la clec=-

trofilicidad del grupo carbonilo, afectando de este modo en forma
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negativa al ataque de la amina sobre este grupo (125).

Lo méds probable es que cl pKa de 7,9 corresponda a la ioni-
zacidén de un gru>c amino de la enzima que reacciona con PLP, pu-
diendo ser un grupo:x—amino,o un £ -amino de la cadena lateral
de una lisina. Las reacciones de formacidn de bases de Schiff
son fuertemente dependientes de la nucleofilicidad de la anmina
¥ por lo tanto requieren que ésta este desprotonada (125). Si se
tratara de un grupo # -amino de una lisina, hecho que ha sido de-
mostrado para una serie de enzimas que se inactivan con PLP, im-
plicaria que el microambiente que rodea al grupo amino es de ba-
Ja polaridad o que se encuentra cerca de otros grupos cargados
positivamente (126). Ambas posibilidades estan de acuerdo con
los resultados cinfticos encontrados y con posibles hipbtesis
acerca del rol que este grupo amino Jjuega en la actividad de 1la
enzima. Una carga positiva cercana al grupo amino que reacciona
con PLP explicaria la mayor eficiencia que éste tiene sobre pi=
ridoxal por una interaccién idnica de ella con el grupo fosfato.
De igual modo, una menor polaridad del sitio de reaccidn favore-
ce esta interaccidn ibnica presumiblemente importante parzs la u-
nidén de nucledtidos o de DNA.

El brusco aumento de la velocidad de inactivacidn sobre pH
10 podria explicarse como debido a 1la desprotonacibdn de otros
grupos amino, los que, como se discute mis adelante, pueden es-
tar también involucrados en la actividad de la enzima, con valo-

res de pKa més altos.
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La fuerza idnica del medio tiene un marcado efecto sobre
la velocidad de inactivacidn por PLP, la que disminuye exten=—
siblemente al aumentar la fuerza idnica entre 0,05 y 1,0, como
muestra la figura 16. Esto se puede interpretar comoc resultado
de una perturbacidén a una interaccidn electroestatica entre am-
bos reaccionantes. Siguiendo en la linea de pensamiento esboza-
da anteriormente, ésta seria la interaccidén entre el grupo fos-

fato del PLP y un grupo catidnico de la enzima.

B. FORMACION DE BASE DE SCHIFF EN LA REACCION DE INACTIVACION

Los resultados obtenidos han demostrado la formacidén de ba-
se de Schiff para la RNA polimerasa de E., coli, y la RNA polime-
rasa I de levaduras, mecdionte varios criterios. En el caso de
las enzimas de higadc de rata, la formacidén de base de Schiff
deducida del andlisis espectral tipico descrito para esta reac-
cién (resultados no presentddos), es discutible. Esto se debe
a que las enzimas utilizadas no son homogéneas, tarea que ha
sido en general muy dificil para diversas investigaciones que
han usado esta fuente de enzimas. Sin embargo, los efectos de
aminas y NaBH, en la inactivacidén de las enzimas de higado de
rata (figura 9) sugieren que PLP reacciona con ellas mediante
la formacibén de base de Schiff,

Por otro lado para la enzima de E, coli se ha recurrido a

la medicidn espectrofotométrica directa de la velocidad de
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formacidén de la base de Schiff y se ha calculado una constante
de velocidad de 0,99 min-l a pH 8,6 (ver figura 19). Este va-
lor es muy semejante al obtenido para la velocidad de inactiva=-
cién de la enzima por PLP en iguales condiciones, lo que esté
de acuerdo con el mecanismo de inactivacidn propuesto, es de-
cir, a través de la formacidn de una base de Schiff entre un

grupo amino de la enzima y el grupo carbonilo del PLP.

C. ANALISIS ESTRUCTURAL DE LAS ENZIMAS MODIFICADAS. IDENTIFI-

CACION DE N-§& ~PIRIDOXIL-LISINA

Se ha identificado a N=§ ~piridoxil-lisina como el amino=-

&cido modificado luego del tratamiento de la RNA polimerasa de

E. coli y de la enzima I de levaduras con PLP 0,1 y 0,2 mM res-

pectivamente, a pH 8,0, 372 y NaBH), 2 mM. La otra posibilidad
de reaccidn de PLP con grupos amino primarios corresponde a los
residuos amino terminales de las cadenas polipeptidicas de la
RNA polimerasa (grupos of amino). Por estudios parciales de se-
cuencia de aminoAcidos 7 del extremo amino terminal de todas
las subunidades de RNA polimerasa de E. coli, cepa K-12, se de-
muestra que el aminolcido amino terminal corresponde en todos
los casos a metionina (127). Sinembargo, por andlisis de elec=
troforesis de alto voltaje del hidrolizado total de la enzima,
no se ha detectado el derivado N-o{=-piridoxil metionina. Mas

afin, al modificar la enzima de E. coli en las:nmismas condiciones
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con PLP 1 mM, sélo se ha detectado N-§ -piridoxil-lisina como

aminocdcido modificado.

D. DOS CLASES DE RESIDUOS & ~AMINO DE LISINA EN RNA POLIMERASAS

Los resultados experimentales descritos indican la existen-
cia de 2 poblaciones de grupos =-amino de lisina en la RNA poli~-
merasa de E. coli y probablemente en la enzima I de levadura.
Algunos de estos grupos amino se relacionan con el sitio acti-
vo de las enzimas y difieren en su reaccidn frente a PLP ¥y su
efecto sobre ciertas etapas parciales de la sintesis de RNA.

Los resultados obtenidos con la enzima de E. coli sugieren
que una de estas pcblaciones es capaz de reaccionar con concen-
traciones de PLP menores que 0,1 mM y su modificacién afecta a
1-2 residuos de lisina implicados, como se discutiri més ade-
lante, en una etapa posterior a la unién del DNA. La otra po=
blacidén reacciona al elevar la concentracién del modificador
hasta 1 mM produciéndose una dréstica pérdida de la capacidad
de la enzima para unirse al DNA. En este caso, se modifican 24
residuos de lisina.

Para RNA polimerasa I de levadura se ha detectado que la
poblacidn més reactiva estaria formada por aproximadamente 3
residuos de £ -amino de lisina y el nfimero de residuos de lisi-

na implicados en la unidén de esta enzima al DNA no ha sido
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establecido, sin embargo, se establecid que es necesario modi-
ficar varios residuos més, para abolir la capacidad de esta
enzima para unirse a DNA.

Las propiedades reactivas de estas poblaciones de grupos
amino estarian dadas fundamentalmente por el microambiente que
las rodea y ademids por la accesibilidad para el modificador.
Esto se refleja en los valores de pKa obtenidos en la enzima de
E. coli. La poblacibén més reactiva posee 1l-2 grupos amino con
pKa 7,9; la otra poblacidn de grupos amino tienen posiblemente
pKa de alrededor de 10,5. Ambos valores fueron obtenidos en ba-
se a estudios de la constante de inhibieidn por PLP, en funcidn |
de pH. Todo esto concuerda con la proposicidén de Jencks que su-
giere para la formacidén de una base de Schiff, el ataque de un
nucledéfilo fuerte y por lo tanto, un grupo amino desprotonado
deberia reaccionar preferentemente sobre el protonado (125).

La inactivacidn total de la enzima por incorporacién de
1-2 moles de PLP—BH estéd de acuerdo con resultados cinéticos
que indican la participacién de 1-2 grupos amino de pKa 7,9 en
esta reaccidn.

En relacién a la poblacidn compuesta de 24 residuos de li=-
sina de la enzima de E. coli, se supone que sblo algunos de
ellos son importantes en la interaccidén de la enzima con el DNA.
Aunque este numero de residuos modificados parece elevado y po-
dria indicar poca selectividad en la modificacidn, es importan-

te recordar que la heloenzima de E. coli posee un total de 252
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lisinas (127), »or lo que la modificacidén corresponderia sblo
a un 10%. Sélo después de modificar 5 residuos de lisina de

la enzima bactericra, empieza a disminuir la capacidad de la
enzima para unirse al DNA y aparentemente, de los

residuos restantes, sblo algunos de ellos afectan en forma més
importante la unién al DNA. Resultados similares han sido pro-
puestos por Krakow (resultados no publicados) al modificar RNA

polimerasa de Azotobacter vinelandii con trinitrobenceno sulfo-

nato (TNBS), e indica la modificacidn de 39 residuos en la en-

zima nativa y 10 de ellos son protegidos por poli d(AT) frente

a la reaccién con TNBS. Este autor sugiere que estos grupos es-

tarian involucrados en la unidén del molde. La participacidn de

residuos de & -amino de lisina en la interaccidn DNA-RNA poli- |
merasa indica que existe un importante aporte de naturaleza id-

nica en esta reaccidn.

Se ha demostrado también (figura 23 y 24) que la reaccidn
de modificacidén con PLP hasta 1 mM, no afecta la estructura
cuaternaria de las polimerasas, de modo que los efectos en la
actividad enzimltica se deben sblo a la modificacidén de residuos

de lisina.
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E. ROL DE GRUPOS AMINO EN LA CATALISIS. ESTUDIO DE LAS REAC-

CIONES PARCIALES

l. Unibén a DNA

Los resultades de los estudios de la unidén de las enzimas
de E. coli y levadura a DNA, indican que las condiciones de mo-
dificacidén son muy importantes en cuantc a producir o no una
alteracidén en la capacidad de la enzima para unirse a DNA. Al
modificar la enzima de E. coli con PLP 0,1 mM, NaBHh 2 mM, pH
8,0 a 372 & 09 se produce una enzima aproximadamente 85% inac-
tiva en la sintesis de RNA y la capacidad para unirse a DNA per
manece inalterada. Esto indica que el o los grupos amino modifi-
cado en estas condiciones no cumplen una funcidén en cuanto a
la unidén a DNA, aunque deben estar relacionados o cerca del si-
tio de unién a DNA, pues también se ha demostrado que éste es
capaz de proteger a la enzima de la inactivacidn de PLP.

Al modificar la enzima bacteriana con PLP 1 mM, NaBHq
2 mM, pH 8,0 y 372 & PLP 0,1 mM NaDH, 2 mM, pH 10,56 y 372, se
produce una enzima de mas de 95% inactiva y la capacidad para
unirse a DNA se ve significativamente disminuida. Esto puede
interpretarse suponiendo la modificacidén de otros residucs de
lisina, que si estarian involucradcs en la unién al DNA. Este
andlisis es valedero también para la enzima I de levaduras, ya
que los resultados obtenidos al modificarla con PLP 0,12 y 1,0 mM

son ccmparables a los descritos para la RNA polimerasa de E. coli
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Estos resultados indican la existencia de dos poblaciones
de grupos aminos en las enzimas, distinguibles por su diferente
reactividad con PLP y por el efecto diferente que su modificacién
produce en la accidén de las enzimas. Un grupo constituido al pa~
recer por 1-2 grupos amino en la enzima bacteriana y 3=4 en la
enzima I de levaduras, reacciona répidamente a baja concentracibn
de PLP (0,1 y 0,12 mM respectivamente) produciendo la répida i-
nactivacién de las enzimas. La modificacidn de ellos no afecta
la capacidad de la enzima para unirse al DNA,
Poseen una alta reactividad a pH 8,0 debido aque, como se demos-
tré para la enzima de E. coli, el pKa es anormalmente bajo (pKa
7,9). La otra poblacidbn de grupos amino reacciona con PLP sblo
cuando éste esti en alta concentracién (1mM), o en condiciones
de alta temperatura (372) y pH 10,56. La baja reactividad de es-
tos grupos amino a pH 8,0 y el aumento de ella a pH 10,56 se de-
be a que posiblemente poseen un PKa alto. La reaccidn de estos
grupos afecta la unidén de la RNA polimerasa al DNA y posible=~
mente estin involucrados en este proceso. Hasta la fecha, la des-
cripcidén de residuos § -amino de lisina participando en la inter-
accidén de la RNA polimerasa con el DNA no se ha reportado en la
literatura, sin embargo, estos resultados son consistentes con
la proposicién de su importancia en la interaccidén del DNA con

otras proteinas (128).
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2. Iniciacibn de la sintesis de RNA

Gran parte de esta investigacién se ha dirigido hacia la mo-
dificacidén més selectiva, con el objeto de conocer si el efecto
primario de la pérdida de actividad por incorporacidén de 1=2 mo=-
les de PLP en la RNA polimerasa de E. coli se debe a una altera-
cién de las etapas de iniciacién o elongacidn. Otros estudios han
establecido que la modificacién de grupos amino afecta la unién
de nucledtidos (59). El uso de la técnica de marcacidn por afini-
dad ha sugeridc también la importancia de un grupo amino de la en-
zima bacteriana en el proceso catalitico (60,61,129). Spoor y col.
han utilizado el compuesto 6-metil-tioinosina-di-carboxialdehido
(MMPR-OP) y han ubicado un grupo amino en el sitio de inieciacibn
(130) s8lc en base a evidencias cinéticas que son discutibles.
Estos autores proponen que el compuesto MMPR-OP se une en el si-
tio de iniciacidén sdlo porque el tipo de inhibicidn frente a UTP
es competitivo, suponiendo que en las condiciones utilizadas se
mide principalmente elongacién. La inhibicién producida por ese=
te compuesto es lenta (60) lo que invalida en parte el anélisis
cinético de inhibicién. F. Y. Wu y CG. W. Wu (61) sintetizaron un
derivado fluorescente de este compuesto que resultdé ser mejor
inhibidor, apoyando los resultados de Spoor y col. Con estos
antecedentes y considerando que PLP inactiva répidamente a las
RNA polimerasas, comparado con los compuestos citados anterior-
mente, se explord el efecto de modificacidén de las enzimas con

baja concentracién de PLP en la reaccién de iniciacidén. En estas
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condiciones, aunque la unibén al DNA no se ve afectada, los resul-

32PP:.L dependiente ¢z poli

tados indican que el intercambio de
d(AT) y usando los ribonuclebtidos complementarios como sustra-
tos, estd notoriamente reducido en ambas enzimas. Estos resulta-
dos, presentados en la tabla 2, indican ademlAs que este intercam=-
bio se reduce totalmente al modificar la enzima con PLP 1 mM, pro=-
bablemente por bloqueo de la etapa previa (unidn a DNA). También
curiosamente se advierte cierto grado de intercambio (25%) de
32PPi con la enzima de E. coli, en ausencia de ATP. Esto también
ha sido reportado por Krakow y Fronk (71) y se ha explicado por-
que ATP se utiliza en una concentracidén 100 veces mencr que UTP

en este ensayo,de modo que basta una contaminacidén de ATP del 1%
(expresado en concentracién molar) en el UTP comercial para ob=-
servar un 100% de intercambio en ausencia de ATP. Otras explica-
ciones son posibles: la incorporacién de pppUpU en una secuencia
pdApdA del poli d(AT) o bien, la unidbn covalente de un ribonucleb-
tido al DNA, usado simulténeamente como molde e iniciador. Esta
reaccidn es catalizada por la RNA polimerasa de E. coli como ha
sido descrito por Wickner y col. (131). Es posible suponer ademis
un efecto adicional de PLP sobre el sitio de elongacidn ya que

la reaccidén de intercambio no descarta totalmente esta posibili=-
dad. Aunque Krakow y Fronk (71) concluyen que segiin su metédica,
la reaccibén de intercambio refleja principalmente iniciacibn, ya

que la RNA polimerasa de E. coli no elonga normalmente a bajas

concentraciones de sustratos (112), ellos mismos proponen que
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el uso de ADP o AMP como nucledtido iniciador en el ensayo, re-
fleja exclusivamente intercambio de la etapa de iniciacibn. EL
ensayo de esta reaccidén con ADP y UTP indica que el tratamiento
de la enzima bacteriana con PLP 0,1 mM reduce en un 90% la eta-
pa de iniciacidén, en las mismas condiciones anteriores (tabla 3).
Recientemente Armstrong y col. (132) utilizando un andlogo de
UTP, el formil-UTP, han demostrado también la participacién de
un grupo & -amino de lisina en la iniciacidn de la sintesis del
RNA. Esto también confirma los resultados aqui presentados. S6-
lo queda por esclarecer el rol especifico en la iniciacidén de
estos 1-=4 grupos amino de las enzimas de E. coli y I de levadu-
ras que reaccicnan con PLP a bajas concentraciones. Es posible
que sdlo un grupo sea importante en esta etapa y participe en

la unidén del nucledtido iniciador o directamente en la formacidn

del primer enlace fosfodiéster. También es factible que se requie=-

ran dos grupos amino para la unién de los nucledtidos a nivel
del sitio de iniciacidén y el sitio de elongacidén. A la fecha no
es posible distinguir estas posiblidades.

F. ESTUDIOS DE PROTECCION POR DNA, SUSTRATOS Y ANTIDIOTICOS

1. Proteccidén medida por ensayo de actividad total

La cinética de inactivacidén por PLP de la RNA polimerasa
de E. coli es algo influenciada por los sustratos nucleotidicos,

sean &stos plricos o pirimidicos. Estudios de proteccidn por
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nucledtidos frente a la inhibicibn por PLP 0,1 mM sobre la acti-
vidad total de la enzima indican que la proteccidn no es notoria,
obteniéndose valores alrededor del 7-10% a concentraciones de
nucledtidos entre 0,5 mM y 1 mM, valores bastante mas altos que
los de las K , que son del orden de 1 x 1072 M (133). E1 efecto
de los nucledtidos es escaso y no permite una conclusidn acerca
de este mecanismo de proteccidn. Ademds, la interpretacibn de es-
tos resultados es dificil, debido a un efecto inhibitorioc en la
sintesis de RNA al incrementar la concentracidn de nuclebtidos,
especialmente ATP, cuyo efecto inhibitorio ha sido descrito por
algunos autores (134).

La reaccidén también es afectada por la presencia de DNA.Una
concentracién de 0,14 mg/ml de DNA de bacteridfago T4 disminuye
el % de inactivacidn de la enzima en aproximadamente 57%. DNA
desnaturado (una hebra) tiene un comportamiento similar al nati-
vo. Cuando el DNA es agregado a una mezcla de enzima inhibida
(E-PLP) es capiz de revertir la reaccidn, reactivando la enzima
a un nivel semejante al alcanzadc cuando se ha agregado desde un
principio. Las protecciones por nucledtidos y por DNA son aditi-
vas, lo que sugieren que protegen por un mecanismo diferente.

La proteccidn por DNA es cuantitativamente importante ¥y sugiere
que el sitio de accidén del PLP se encuentra muy cercano o super-
puesto con el sitio de unidén del DNA en la enzima. Los resulta-
dos con la enzima de E. coli y DNA de timo de ternera scn simila-

res, demostrindose ademAs, que la reaccidn no es revertida luego
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de reduccidn del complejo enzima-PLP con NaBH,, (figura 34). Los
estudios de proteccidén por sustratos y DNA obtenidos con la RNA
polimerasa I de levaduras son similares (tabla 5). La p.oteccidn
por nuclebsidos trifosfato es mAs efectiva (20-30%) y en especial
por ATP y GTP. Esto concuerda con la proposicidn de que el sitio
modificado se relaciona con la iniciacidén ya que en este proceso
se utiliza preferentemente nucledtidos plricos como inicadores
(116). La mayor proteccién se obtiene con DNA, GTP y CTP presen-
tes simulténeamente (90%) y estd de acuerdo con los resultados
de marcacidén con PLP de las subunidades de la polimerasa I de
levaduras. Esta proteccidn casi total resulta también, como en
el caso de la enzima bacteriana, de un efecto protector aditi~-
vo y probablemente diferente, del DNA y los sustratos nucleoti-
dicose.

Seghn los resultadcs antes descritos, la reaccibén de inac-
tivacion por PLP es revertida por aminas. Podria pensarse que los
nucledétidos o el DNA protegieran por este mecanismo, ya que po=-
seen grupos amino c'n pK_ entre 2 y 5 (135), los que estin des-
protonados al pH de la reaccidén y podrian competir con el grupo
amino de la enzima por el PLP. Sin embargo, esta posibilidad no
parece probable, ya que la concentracién de amina necesaria pa-
ra revertir la reaccidén es del orden de 0,01 M, muy por encina
de las concentraciones de nuclebétidos y DNA usados. Una solucidn
0,14 mg/ml de DNA de fago T, es aproximadamente 2,8 x 10“4 M en

grupos amino, dato estimadc a partir del P.M. del DNA de fago Tq
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¥ la composicién de bases nitrogenadas (113) y una solucidn de
DNA de timo de ternero 0,17 mg/ml es O,4 mM en grupos amino
calculado en igual forma. Ambos DNA producen una gran protec-
cidén y reversién en la reacecién de inactivacidén de la polimera-
sa de E. coli, en cambio, comparativamente, una solucidn de
Tris-HC1 0,4 mM, no produce recuperacidn algunﬁ de la actividad
enzimitica.

En general, los resultados de proteccidn por DNA sugieren
que los grupos amino implicados en la etapa de iniciacidn estén
muy cerca de varios grupos catidnicos, probablemente pertene-
cientes al sitio de unidén del DNA. Este se deduce bAsicamente
si se supone que la unidén entre DNA y RNA polimerasa es una in-
teraccidén principalmente iénica (5). Es posible que aqui parti-
cipen, tal vez interaccionando con los fosfatos del DNA, los
otros grupos ¢-amine de lisina, cuya modificacidn afecta radi-

calmente la unidén de las enzimas al DNA.

2. Proteccidén medida por incorporacidn del PLP—BH a la enzima

El efecto protector de DNA de fago Th Y de timo de ternera
frente a la reaccién de inactivacidn, medida por ensayc de acti-
vidad en RNA polimerasa de E. coli, asi como también la capaci-
dad de revertir esta inactivacidn en ausencia de reduccidn con
NaDH,, (figura 33 y 34) sugieren que al unirse el DNA, é&ste cu-
bre parte del sitio de iniciacidn que es compartido con los nu-

cleétidos. Sin embargo, el DNA no protege a la enzima por consumo
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del PLP presente ya que se demostrd que ni DNA de timo de ter=-
nera, ni DNA de fago T, ni incluso los nucledsidos trifosfato
reaccionan con PLP en las mismas condiciones. La ausencia de
formacién de base de Schiff entre PLP y los nucledtidos ATP,

GTP y CTP, estd relacionada posiblemente con alguna caracte=-
ristica estructural de la base nuclectidica. Estc se concluye
por la no reactividad entre adenina y PLP. Posiblemente una
interaccidn hidrofdébica por superposicién de loa anillos del
nuclebtido y del PLP podria causar cierta restriccidén estéri-
ca en la reaccidén. El1 efecto protector de poli d(AT) y otros DNA
puede deberse sdlo a un impedimento estérico que limita la acce-
sibilidad del PLP por la estrecha vecindad entre el sitio de u-
nién de DNA y el sitio de iniciacidn. Probablemente, para que

la incorporacién de PLP ocurriera en presencia de DNA seria ne-
cesario que PLP pudiera formar puentes de hidrdgenc con alguna
base del DNA en analogia como lo hacen los sustratos. El efecto
protector del poli d(AT) medido por restriccidn de la incorpora-
cién covalente de PLP-BH a la enzima de E. coli, da una eviden-
cia directa que esto es asi. Midiendo la incorporacidn de PLP—EH
a la enzima es posible advertir claramente un efecto protector
de los nucledtidos alin mayor que el producido por poli d(AT) y
que es notoriamente preferencial para ATP. Los resultados ante-
riores indican una relacibén directa entre el sitio de reaccién
de PLP (en condiciones de incorporacidén de sélo 2 moles de PLP
por mol de enzima bacteriana) y el sitio de iniciacién en la RNA

polimerasa de E. coli,
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La rifampicina, un tipico inhibidor de la iniciacidn de
la sintesis de RNA en procariontes, no impide la accesibilidad
de PLP-"H a la en..na de E. coli (figura 36). Esto indica que
ambos compuestos se unen independientemente. Estos resultados
contrastan con los de Armstrong y col. (129). Estos autores
han utilizado un andlogo de UTP que ademAs es muy parecido a
PLP, el 5~formil-UTP. Este compuesto reacciona con 2 grupos
amino de la enzima. La rifampicina protege e impide en1 un 50%
la modificacidén de estos residuos. No es posible establecer
con los resultados de estos autores si la proteccidn es de 50%
para ambos residuos de lisina o sblo para uno de ellos. Poste-
riormente Armstrong y ccl. (132) han demostrado que basta la
modificacidén de uno de estos residuos de lisina para inactivar
la enzima. En relacidn a este @iltimo no se ha esclarecido el
efecto protector de Rifampicina, sin embargo, nuestros resul-
tados estan de acuerdo con la proposicién de Wu y Wu (61) que
estiman en 37 E la separacidn de los sitios de iniciacién y
unién de rifampicina, en base a estudios de mediciones de trans-
ferencia energética (136). Estos autores estiman que el efecto
de rifampicina en 1a iniciacién no se efectfia directamente so-
bre el sitio de unién, sino que esti mediado a través de la mo-
lécula de enzima.

El derivado de rifampicina AF/013, tiene un efecto diferen-
te sobre la incorporacidén de PLP-"H en la polimerasa (figura 36).

Este compuesto incubado previamente con la enzima es capaz de
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disminuir la incorporacidn de PLP—BH y este efecto se explica
facilmente en base al mecanismo de inhibicidén propuesto por Ri-
va y col. para ect: inhibidor general de polimerasas (137).
AF/013 forma una pantalla hidrofbbica alrededor de la enzima y
Se une con una estequiometria aproximadamente de 500 moles/mol

de enzima lo cual limita todo acceso a la enzima.
G. MARCACION DE LAS SUBUNIDADES DE LAS ENZIMAS CON PLP

Al analizar la incorporacién de PLP en la RNA polimerasa
de E. coli, con PLP-EH o por reduccidn con NaD—BHq, se encon-
trd que se marcan las subunidades ;E',rfiy'vi. La subunidad &
no incorpora radiactividad significativa. Esto Gltimo podria
explicarse en base a la baja relacidn estequiométrica de la
subunidad 7 encontrada en algunos métodos de purificacidn de
esta enzima (138,139). Sin embargo, la incorporacidn de PLP
en esta subunidad no sobrepasa el 6% de la radiactividad aso=-
ciada a la enzima. Con el método de purificacidén utilizado (15)
so obtieme el 80% de la enzima con factor “F unido. La incorpo=-
racién de PLP en las subunidades fal,/?’yfﬁipodria sugerir po=
ca selectividad en el reactivo modificador. Aunque el anflisis
de la incorporacién de radiactividad en las subunidades sepa-
radas por electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS no per-~

1 :
mite discriminar claramente entre /£ y (2 (pesos moleculares

muy similares), la marcacibén de la subunidad ¢£ puede explicarse
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en base a la existencia de otros sitios de unidn de nucledbtidos
en esta enzima, no necesariamente relacionados con la catili-
sis. Estos son sitios potenciales para reaccionar con PLP. Es=
te concuerda con la propcsicibén de Marcus (120) que sugiere un
mecanismo comin en la unidén de enzimas y nucledbdtidos o cooenzi-
mas nucleotidicas,.representado parcialmente por la participa-
cidén de residuos £-amino de lisina en esta interaccidén. La enzi=-
ma de BE. coli sufre adenililacidn (19) y fosforilaciones (18,
140) especialmente en la subunidad «&. La subunidad o aislada
o ensamblada en la enzima posee actividad poli A polimerdsica
(141) y este implica ademés, la cxistencia de sitios de unidn
de ATP. El efecto protector del DNA no muestra preferencia por
alguna subunidad, apoyando la idea que este mecanismo de protec=-
cidén se relaciona mas bien con un bloquec de los residuos de
lisina mAs reactivos, causado por impedimento estérico.

En la enzima I de levaduras la situacidén es mas clara. De
las 11 subunidades descritas (37) sélo 3 se marcan con PLP, Es-
tas corresponden a los polipéptidos de peso molecular 185.000,
48,000 y 37.000. Estc sugiere que alguno de ellos esté impli-
cado en la actividad polimerésica. Segin indicaciones recientes,
las subunidades de 48.000 y 36.000 no son absolutamente necesa=-
rias para la actividad enzimAtica (142) ya que puede obtenerse
una preparacidén que carece de ellas y la enzima adn es activa
aunque presenta ciertas alteraciones funcionales (142-144). De

estc se concluye que la pérdida de actividad de esta enzima por
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reaccidn con PLP se debe probablemente a la interaccidn de éste
con la subunidad de P.M. 185.000 y ésta seria la subunidad que
sustenta el sitio activo. Esta idea se comprueba con los expe=
rimentos de proteccidén preferencial por nucleétidos hacia la sub-
unidad de P.M. 185.000 (figura 39) cuandc se marcan las subuni-
dades de la pclimerasa I con PLP. Este sitio dé reaccién de PLP
estid cercano o forma parte, del sitio de iniciacién ya que se
demostrd que la pérdida de actividad por PLP se relaciona con

132P} PPi° Los datcs anteriores

la reduccidn del intercambio de
también sugieren que las subunidades de peso molecular 48,000 y
36,000 no estén relacionadas con la unién de nucleétidos a la
enzima. La proteccién por DNA frente a la marcacién de las sub-
unidades de la polimerasa I con PLP, se cumple también para a-
quella de P.M. 185.000 (como debe esperarse para un sitio de
iniciacién) y sugiere para las subunidades de P.M. 48.000 y
36,000 una cierta relacidén con la interaccidén del DNA con esta
RNA polimerasa. Esto concuerda con los resultados de Huet y col.
(142) que indican para éstas subunidades cierto rol en la trans-

cripcidn, ya que su presencia aumenta la razdn de actividades

DNA nativo/poli d(AT).

H. CARACTERISTICAS DEL SITIO ACTIVO DE RNA POLIMERASAS. POSI-

DLE ANALOGIA ENTRE PROCARIONTES Y EUCARIONTES

Es posible integrar los resultados presentados con la in-

formacidén existente de la literatura con el fin de caracterizar
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un poco mAs el sitio activo de las RNA polimerasas. Para esto
se comparan ciertos rasgos estructurales similares de las en-
zimas de diversas fuentes. En general, se ha propuesto que to=-
das las nucleotidil transferasas son Zn-metaloenzimas (145). Es
to ha sido demostrado para la enzima de E. coli (146) y recien-
temente se ha demostrado la presencia de Zn en la enzima I de
levadura (147). En todos los casos, la remocidn de Zn2+ con
agentes quelantes produce una pérdida de la actividad enzimlti-
ca. Esto parece ser un rango comin de las RNA polimerasas y se
supone que Zn participaria directa o indirectamente en el pro-
ceso catalitico. De un andlisis comparativo de la estructura
cuaternaria de estas enzimas es posible obtener también ciertas
similitudes. Es una carateristica general que todas las RNA po-
limerasas de procarintes poseen 2 subunidades mayores de peso
molecular semejante (!5' y (%) y al menos 2 subunidades meno=-
res de peso molecular diferente (fry;iJ salvo algunas excep=-

ciones como Halobacterium cutirubrum que sélo tiene 2 subunida-

des diferentes de peso molecular 18,000 (148) y Acinetobacter

'
calcoaceticus (149) que no posee subunidad /% . En ciertos ca-

sos, la enzima bacteriana aparece con otras subunidades meno-
res como se ha descrito en algunos procesos de infeccibn por
fagos (10-12) y en esporogénesis (20). Las RNA polimerasas cuca-
ribdticas también poseen 2 subunidades mayores de pesc mclecular
semejante y numerosas subunidades menores de una amplia gama en

pesos moleculares (6). Se sugiere que el asiento fisico del
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sitio activo de estas enzimas reside en las subunidades mayores
ya que en procaricntes al menos se ha demostrado que en la sub-
unidad /2 estd el sitio de unidn de ciertos antibidticos (47,49)
que bloquean especificamente su actividad. En esta subunidad
también se ha ubicado el sitio de iniciacién y la participacidn
de un grupo & -amino de lisina en este proceso (60,61). Los re
sultados presentados en esta tesis concuerdan con esta idea,
aunque los experimentos de marcacidn de las subunidades de la
enzima de E. coli con PLP afectan también a la subunidad »{ . En
eucariontes, el sitio activo parece estar también en las subuni
dades mayores, como se ha demostrado en la enzima I de levadura,
por los resultados de marcacidén de las subunidades con PLP, el
efecto de proteccidén por nuclebtidos y los estudios de inter-
cambio de 32PPi que sefialan al sitio de iniciacidn ubicado en
la subunidad de P.M. 185.000. La existencia de subunidades meno
res no esenciales para la actividad descrita en levadura, tam-
bién se ha reportado en la enzima I de timo de ternera (150) y
apunta hacia el hecho que las subunidades responsables de la ac
tividad catalitica deben ser las subunidades mayores. Esto es
muy claro en la enzima de E. coli donde una de las subunidades
menores () puede omitirse y la capacidad catalitica de la en-
zima no se pierde aunque su selectividad transcripcional esté

restringida. También se ha sugerido para la enzima procaridtiea

-

-\

que (% seria la responsable en gran parte de unir el DNA (151)

siendo ésta, una etapa inicial del proceso catalitico. En
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eucariontes no se ha establecido la participacidn especifica de
alguna subunidad de estas enzimas en la interaccidn con el DNA.
Ademds de los renultados antes comentados, se ha establecido
otro rasgo comiin de las RNA polimerasas: la participacidén de
unos pocos (1 a 4) residuos de £-amino de lisina en el proceso
catalitico de iniciacidén de la sintesis de RNA. Estos grupos
tendrian la caracteristica comin de ser muy reactivos frente a
PLP porque poseen bajoc valor de pKa. Esta caracteristica se
explica si los grupos & -amino de lisina estan enclavados en un
ambiente hidrofébico o bien cercanos a una regidén con numercsas
cargas positivas. Cualquiera de las 2 explicaciones es satisfac
toria. Es necesario probablemente un tipo de interaccidén hidro
fébica para la unidén de los sustratos, como lo sugiere la proxi
midad de residuos de triptdéfano en el sitio de iniciacidn (117)
y en parte, talvez, para la unién del DNA, en analogia a inter-
acciones entre DNA y ciertas proteinas de bacteriéfagos (128,
152) como también por estudios de unidn entre DNA y polipéptidos
sintéticos (153). Por otra parte se ha postulado una interaccidn
fundamentalmente idnica (154) entre el DNA y la RNA polimerasa
de E. coli (interaccidén no necesariamente relacionada con la es-
pecificidad requerida en el reconocimiento de promotores). Esto se
sugiere por la necesidad de residuos fuertemente basicos en la
enzima, para neutralizar los grupos fosfatos del DNA.(154). Los
resultados de esta tesis demuestran ademéds la participacidbn de

varios otros residuos de lisina en el proceso de unidén del DNA
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en la enzima de E. coli y probablemente en la enzima I de leva-
duras. Esto parece ser también un rasgo comiin en el sitio acti~
vo de las RNA polimerasas.
Gran parte de la informacibén comentada puede resumirse en
un modelo tentativo del sitio activo de la polimerasa bacteria-
| na (figura 40) de la cuél se conocen mis antecedentes. En &1 se
ha representado:
a) El sitio de unién del DNA ubicado en la subunidad f%r de
la enzima. Esta idea ha sido inferida en base a gue esta
subunidad interact@ia fuertemente, afin en presencia de urea,
con fosfocelulosa (155,156) y heparina (151), un polianidn
que bloquea la capacidad de la enzima para unir DNA. La
subunidadiﬁ' es la mas bésica (151), es decir, con el mayor
contenido de lisinas y argininas en relacidn a las otras
subunidades (127) lo que sugiere la existencia de una re-
gién con alta densidad de carga positiva. Se ha confirmado
adends que ésta es la subunidad aislada que une preferente=-
mente al DNA (151,157). Los resultados presentados agui in-
dican que aproximadamente 21 residuos& -amino de lisina (al-
gunos de ellos supuestamente pertenecientes a la subunidad
fg' ¥y representados en. la figura 40 como cargas positivas
)reaccionan con PLP aproximadamente 1 mM, causando una
completa reduccidén de la capacidad de la enzima para unir=
se a DNA. Esta reactividad también se manifiesta si la reac-

cién de modificacién de la enzima se realiza con baja
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< 125-150 A4 P

SITIO DE UNION
DEL DNA

SITIO DE UNION

DEL PRODUCTO SITIO D=

ELONGACION
SITIO DE
INICIACION
GRUPO SUBUNIDAD| FUNCION CONDICIONES
REACCIONANTE | ALTERADA| PLP pH ¢°
E-NH, LYS
pK 7.9 /> INICIACION | OimM 80 0°37°
(o)
&NH, LYS . UNION A | 1.0mM 80 37°
K 10.5 .
p(m) € DNA OdmM 105 37°

Figura 40. Modelo del sitio activo de la RNA polimerasa de BE. coli.

Se indica la participacidén de grupos & -amino de lisina en el
sitio activo, su posible ubicacidén en las diferentes subunidades ¥
su rol en el proceso de sintesis de RNA. Se incluyen otros detalles

descritos en la literatura que se integran y comentan en la Discu-
- &
Slone.
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concentracién de PLP (0,1 mM) pero a pH 10,5. Esto sugiere
que los grupos (& -amino de lisina tienen valores de PKa
normales (pka ~/ 10,5) como se confirma por los estudios
cinéticos de inactivacidén por PLP en funcidn del pH. En
relacidén al sitio de unién del DNA y suponiendo una difme-
tro para la enzima de E. coli de aproximadamente 150 ﬁ
(158,159) ésta puede cubrir un largo aproximado de 44 pa-
res de bases nucleotidicas arregladas segfin el modelo de
Watson y Crick (4). Esta longitud del DNA representa al-
rededor de cuatro vueltas de la doble hélice y concuerda
con la extensidn propuesta para el promotor (40 pares de
bases) que es protegida frente a la degradacidn por nuclea
sas (160-163). Si se considera la proposicién de ciertos
autores en relacibén a la subunidad ol y su posible interac
cién con el DNA ' (I56), la regidn del DNA que interactfia
con {3' debe ser méAs pequeila. Esto es consistente con la
idea de algunos autores que definen dentro del promotor el
sitio de unidén de la polimerasa que contiene el punto de
iniciacidén de la transcripcibén y cuya longitud varia entre
9 y 14 pares de bases (164,165). Parte de este segmento de
doble hebra se abre para que se inicie la transcripcién
(164,166). En relacién a este hecho, la participacién de
la subunidad T en la seleccidén del promotor no parece
realizarse por una interaccidbn directa con el DNA, sino
que a traves de la molécula de enzima baAsica mediante un

cambio conformacional que produce un drAstico incremento
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b)

c)

de la afinidad de la enzima para reconocer selectivamente
los promotores (170). Los experimentos de proteccién por
DNA frente a la inactivacidn y a la marcacibn de las sub-
unidades de la enzima de E, coli por PLP concuerdan con
este planteamiento.

Los sitios de iniciacibn y elongacidén asignados a la subu-
nidad ﬁg de la RNA polimerasa por razones antes comentadas.
Es probable que en ambos, o al menos en el sitio de inicia
cién (representado por un anillo purinico), se ubique un
grupo € -amino de lisina altamente reactivo hacia PLP, de
K, 7,9 (esquematizado sin carga [J ) y cuyo bloqueo produ-
ce la incapacidad de la enzima para iniciar la sintesis de
RNA. Este grupo estaria en un ambiente hidrofédbico (sitio
de unidén de nuclebétidos) o cercano a una regidn con varias
cargas positivas (sitio de unién del DNA). Algunos autores
han propuesto una separacidn de 5 ﬁ entre el sitio de ini-
ciacién y el de elongacidn en base al largo de un cenlace
fosfodiéster (130). Es posible también establecer una es-
trecha vecindad de estos sitios con el de unién del DNA;

ya que es necesario la formacibén de pares de bases comple-
mentarias a traves de enlaces de hidrdgeno entre los nu-
clebétidos entrantes y el DNA.

Un sitio de unién del producto (RNA) ubicado en la subuni-
dad ﬁ;que incluird 1los sitios de elongacibén e iniciacidn
en una extensién de aproximadamente 12 pares de bases, com-

parable en extensidén al sitio de unibén del DNA. Este sitio

163




ha sido propuesto por Kumar y Krakow (167) para la poli-

merasa de Azotobacter vinelandii en base a estudios de pro=-

teccidén frente a nucleasas, del RNA unido a la enzima. E1
segmento protegido consta de 12 bases nucleotidicas. Se ha
considerado que el sitio de anclaje de la subunidad ijen
la enzima bésica esté relacionado con el sitio de unién

del producto en base a la proposicién que la liberacidn

de T del complejo activo (RNA polimerasa-DNA-RNA) se logra,
por desplazamiento causado por el producto, cuando &ste ha
alcanzado un largo critico de 10 nuclebtidos (168). El mo-
delo propuesto en la figura 40 incluye la distribucidn es-
pacial de las subunidades de la enzima bacteriana sugerida
por Lill y Hartmann (169). No se¢ ha representado el sitio
de unidén de rifampicina aunque ciertos autores han pro-
puesto una separacibn de 37 2 entre el sitio de iniciacién
Yy el sitio de unidén del antibibtico (61). Recientemente se
ha estimado una separacién de 27 a 38 ﬁ entre la superficie
de la subunidad CT’y el sitio de unién de rifampicina, en
base a estudios de transferencia energética (171). Este mo-
delo requerird de una comprobacidén experimental mis deta-
llada y sera necesario un estudio estructural avanzado y ex=-
haustivo, secuencia de aminoAcidos de las subunidades y ané-
lisis de estructura terciaria por cristalografia de rayos X
por ejemplo, para conocer en detalle el sitio activo de las
RNA polimerasas e introducirse en el mecanismo de cat8lisis

de la sintesis de RNA.
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APENDICE

Derivacién de la ecuacidn (4).

Se tiene el siguiente sistema:

B
Ky s
B it SR AE S MSEDTD Ly B o PP
———
(a) + HY Kg o - o KEI
EH
+ KI +
o . Y et . pLP
en que:
¢53 ol e {g] [prp]
c [E . e8]
(o) (EH (&t} (prp)
+ [ee* . pLB|
E ]  [=*}
(d) Ky = [EH+_]
{z*]
(o3 1 _ [E . pLpjin
° “ [EH+ : PL;EJ
(£) ENE LE] + [ma*] + [& . pif +[EH . PLP;’
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Reemplazando (b), (c), (d) y (e) en (f) se tiene:

(& . pL [H*J

ks [E . PLPJ [E . prB|( = L[
[Prp) [_PLPJ

» PL%]+ T

[ o]"

K> K? (5*] (] L

+ 1 +

(pre] T & [es] [pre] Kol J

multiplicando por PLP en ambos miembros

. PLP ‘j
BT

5 E .+ g
o = ] 0 D oy, 2
& o
[l = (2 el Kﬂl %_1 +1mg[1 : fé;]
Reagrupando
] {prel
o nggf
(g) [E g PLPj = KH -
; ¥ [H+} )
e ) o
R i
< EgI‘J
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(h) (3

(i)

i)

(k)

1)

Si [PLPJ es baja,

I

—2- T
PLP
il

obs

y (b) como K? w %%Lllgggl
E . PLP|

EE . PIEJ
[]  °

Reemplazando el valor de (g) en (i), se obtiene:

]

= 1L
RELPLP 3;— Catl
1+ Kgl
kobs 5 r Fax [H+}
Xy
K? T + | prp]

p : BT
En el caso més sencillo, KI = KH
! X [ prp]
obs ~ i +
B Cu*]
Ky +LPLP'] 1+ =g
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como

1lim
(m) Kob s
siendo kllm
obs
resulta:
(n) (&) k

obs

k, [pre]

K? +[PLP]

independiente del pH. Reemplazando (m) en (1)




