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CAPITULO I

INTRODUCCION

I.1.- Introduccidn general y propdsito del presente trabajo

La enorme amplificacidn de los efectos causados por la absorcidn -
de cantidades discretas de energia, (aunque de cuantos muy energéticos) ha
conducido equivocadamente en numerosas ocasiones a asignar la transcenden-
cia bioldgica de las radiaciones al fendmeno de la radiosemnsibilidad. Se -
olvidaba con frecuencia que el resultado final de la interaccidn radiacidn-
materia, esti condicionada, ademds de por la energia transferida, y en es-

te caso primordialmente, por la naturaleza del material receptor.

Los conocimientos que tenemos hoy dia acerca de la compleja compar
timentalizacién y jerarquizacidn del mundo vivo, gracias al extraordinmario
desarrollo de la Biologia y Gen&tica molecular, han permitido plantear de-
bidamente el tema. En efecto, lo paraddjico no es que como consecuencia de
la absorcidn de una cantidad discreta de energia la c&lula muera, sino que
lo que resulta asombroso es que haya sido posible su supervivencia; inclu-

so que haya sido posible la aparicidn y evolucidén de la vida sobre la Tierra.

La duda plantea en definitiva la verdadera transcendencia de las -
radiaciones en el fendmeno bioldgico, y sdlo alcanza merecida respuesta -
- cuando se analiza detenidamente, no sdlo los efectos de las radiaciomes so
bre las c8lulas actuales, sino tambi&n la aparicidn y evolucidn de los Fci
dos nucl€icos y de los mecanismos de reparacidn asi como las diferentes al
ternativas que el fendmeno vital ha adoptado en su acoplamiento a las dife

rentes fuentes de energia disponibles a lo largo del proceso evolutivo.

En definitiva, se trata de considerar que la verdadera transcenden
cia de las radiaciones reside en que, la evolucidn bioldgica ha estado go-
bernada siempre por el acoplamiento entre la energia electromagné&tica pro=
cedente del Sol y la Biosfera. Hasta tal punto ha tenido éxito este acopla
miento, actualmente a la luz visible, que la vida hoy depende de &l como -

fuente de energia en el proceso expansionista de la Biosfera.

Por supuesto que esta interpretacidn y este estudio es abordable -
ahora, porque conocemos lo suficiente acerca de cdmo pudo desarrollarse la
evolucidn abiogénica, conocemos perfectamente los mecanismos moleculares -

bioldgicos relativos al almacenamiento y transmisidn de la informacidn gené



tica, asi como los mecanismos de reconocimiento y reparacidn de radiolesio
nes y su necesaria coordinacidn con la recombinacidn y replicacidn; y por

{ltimo, acerca de las soluciones que la naturaleza ha encontrado ante la -
vulnerabilidad que representa el almacenamiento e incremento de la informa

P Pl -
¢idén genética.

En el laboratorio de Biofisica de la Junta de Energia Nuclear, se
viene desarrollando un intenso trabajo en torno al problema general de la
transcendencia bioldgica de las radiaciones y concretamente en lo que se -
refiere a las radiaciones gamma y U.V.. De hecho se ha logrado ya cierta -
experiencia en los estudios de los efectos de la radiacidn gamma, tanto -
"in vivo" como "in vitro" (SZez and Davila, 1974). Empezamos pues a conocer
el DNA irradiado con gamma, hasta el punto de evaluar perfectamente, en qué
medida de lesidn que supone una rotura simple afecta a la estructura del DNA
v para DNAs de,diférenpeswqgggosiciones (Mingot et al-1978). De;otra parte . los
estudios de radiosensibilidad "in vivo" frente a gamma y U.V. y de repara-
cidén '"semi-in vitro'" frente a U. V. han conducido a constatar las dependen-
cias genéticas de los mecanismos de reparacidn por encima de las composicio

nales. (S3ez and Davila, 1974).

Este trabajo viene a continuar la linea de estudio del DNA alterado
por radiaciones WV, y los mecanismos enzimiticos de reparacidn. En defini
tiva pretende cubrir los estudios fisicoquimicos encaminados a conocer al -
DNA irradiado con luz U.V., el andlisis de los fotoproductos de mayor rele
vancia bioldgica con especial énfasis en su cuantizacidn, el estudio de las
modificaciones sufridas en la estructura y conformacidn del DNA por la pre
sencia de los fotoproductos asi como el estudio y cuantizacidn de su influen
cia en las propiedades funcionales del DNA; en concreto a su capacidad trans
formante; por Gltimo se incluyen también las primeras experiencias realiza-
das en el reconocimiento y liberacidn de fotoproductos, exactamente de dime
ros de pirimidina, mediante el uso del sistema enzimidtico compuesto por la
DNA-U.V.-Endonucleasa, y la DNA-Polimerasa-I, enzimas implicadas en el meca
nismo de reparaéiSn por escisidn-resintesis. Ello nos ha obligado a poner -
a punto técnicas de aislamiento y caracterizacidn de enzimas, pues la U.V.-

Endonucleasa no es una enzima comercial.

Para la comprensidn del trabajo realizado se incluyen en esta memo
ria, primeramente, una revisidn de los principales hechos conocidos en la -

interaccidn radiacidn y,V.-materia bioldgica desde el punto de vista evolu



tivo y bajo la pregunta planteada anteriormente acerca de como ha sido PO
sible la aparicidn y evolucidn de la vida sobre la Tierra, en un ambiente
en el que las radiaciones estuvieron presentes. Antes se describirdn some
ramente las particularidades fisicas m3s importantes de la interaccidn ra
diacidn-materia para poner de manifiesto la enorme especificidad de esta
interaccidn cuando se considera a las radiaciones U.V.. Tras la revisidn
de los diferentes mecanismos de reparacidn de radiolesiones, en especial
de radiolesiones U.V., desde dos puntos de vista: el del proceso en s1 de
reparacidn de lesiones en el DNA que perturban su invarianza y el de meca
nismos por los que se elude el efecto letal de una tasa de agresidn para
convertirlo en un mecanismo evolutivo; se tratard de poner de manifiesto
la importancia de estos mecanismos entre las soluciones que la naturaleza
ha encontrado para la proteccidn del material genético a lo largo del pro

ceso evolutivo.

Por Gltimo se revisard la fotoquimica de los dcidos nuclé@icos, ha
ciendo hincapi@ en los diferentes fotoproductos y en su efecto en la es-
tructura y conformacidn del DNA, pues gran parte de los resultados experi
mentales obtenidos aportan en este terreno contribuciones tanto cualitati

vas como cuantitativas.

En el capitulo dedicado a materiales y métodos, si bien se han -
apartado en forma de apéndices las recetas exactas de los métodos utiliza
dos, se han razonado las particularidades esenciales de todos los métodos
utilizados para llevar a la practica el presente trabajo. Sin embargo, en
este capitulo han obtenido especial tratamiento los métodos de determina-
c ién dosimétrica, la determinacidn de peso molecular de DNA por electrofo
resis en gel de agarosa, el ensayo de actividad de la U.V.-Endonucleasa y
la dependencia de la capacidad transformante con el tamafio del DNA utiliza
do. En el primer caso, porque se ha realizado un estudio comparativo de -
las tres dosimetrias quimicas mds utilizadas en la zoma U.V. y por ser es
te parfmetro, la dosis, esencial en todos los estudios realizados, y que
es necesario conocer lo mejor posible. En el segundo caso porque se ha -
puesto a punto el método para DNAs de alto peso molecular. En el tercero
porque se ha realizado una importante critica experimental al método de -
determinacidén de actividad U.V.-endonucleasica de Grossman (Kaplan et al.
1969) que es el m3s utilizado en la bibliografia mundial. Y en el Gltimo
caso porque ha sido necesario conocer esa dependencia para trabajar des-

pués en la zona de independencia de la capacidad transformante con el ta-
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mafio molecular.

Finalmente, tras el capitulo de presentacidn e interpretacidn de
resultados, se alcanzan las conclusiones definitivas a la vista del pre-
sente trabajo. Cierra la memoria, una lista alfabé@tica de las referencias
bibliogrdaficas aludidas en el trabajo. Me interesa destacar que las exhaus
tivas determinaciones realizadas en cada experiencia, no respondeh a nin-
guna facilidad en obtenerlas, antes al contrario, sino que responden a -
una intencionalidad precisa en el planteamiento que nos hicimos de este -
trabajo, dado que la investigacidn actual, m3s preocupada en su politica
por obtener datos cualitativos nuevos, impide a veces obtener la presidn
de trabajos exhaustivos y sistematicos, que cuando se realizan, general-
mente ayudan a compfender y elucidar, en la seguridad de sus resultados, -
las dudas y huecos de conocimiento producidos por el trabajo cientifico =~

anterior.

I.2.- Especificidad de la interaccidn radiacidn U.V.-materia bioldgica.

E1l DNA como blanco critico

Dentro del amplisimo tema de estudio de la interaccidn Radiacidn-
Materia, vamos a intentar esquematizar aqui las caracteristicas esenciales
del fendmeno, en orden a centrar el problema particular que nos ocupa: el

de la interaccidn radiacidn U.V.-materia bioldgica.

Adelantaremos ya que si bien no existe una separacidn intrinseca
en lo que a interaccidn con la materia se refiere entre las radiaciones =-
ionizantes y ultravioletas, las particularidades del mundo vivo y las - -
energéticas de las radiaciones U.V, hacen que este tipo de interaccién -
tenga unas consecuencias especificas dentro de la c€lula. El que el resul
tado final de esta interaccidn o de cualquier interaccidn radiacidn mate-
ria pueda conducir a efectos desastrosos para la continuidad de la vida,
es s8lo consecuencia de la naturaleza jeriarquica de la célula y no de la

interaccidn radiacidn-materia en si.

Dejemos para mis adelante la discusidn de la importancia de la or
ganizacidn celular en los fendmenos de interaccidn radiacidn-materia bio-
1ldgica pues constituyen un aspecto importante de la justificacidn de nues
tra especial preocupacidn por esta interaccidén a nivel de una de las espe
cies moleculares bioldgicas, el DNA, y vamos ahora a tratar de poner de -

manifiesto las particularidades esenciales de la interaccidén radiacidn -



11

U.V.-materia bioldgica.

Esta interaccidn posee el caracter de una transferencia de ener-
gia entre el sistema portador, la radiacidn, y el sistema receptor, el ma
terial bioldgico. Los condicionamientos impuestos por el medio en la in-
teraccidén son muy complejos ya que la energia se distribuye en &l segin -
leyes perfectamente definidas y derivadas de su estructura molecular. Por
su parte los condicionamientos derivados del sistema portador son eviden-
temente energéticos. Por ltimo en cuanto a los efectos primarios produci
dos y con independencia de los mecanismos por los que se produzca la in=-

teraccidn, se pueden distinguir tres zonas:

Una primera en la que la interaccidn supone transferencias
de energia comprendidas entre el valor del ruido té&rmico (0,25 eV), y - -
1-2 eV, sus efectos se limitan Unicamente a incrementar la energia rota-
cional y vibracional de las mol&culas del sistema, aumentando el grado de
activacidn y por tanto su actividad quimica. La interaccidn en esta zona
es completamente inespecifica y protagonizada por tanto por las especies

moleculares mayoritarias.

Una segunda zona en la que se ponen en juego energias com-
prendidas entre 1 eV y 12-13 eV (en la que estan incluidas las radiacio-
nes U.V,); esta zona presenta caracteristicas absolutamente propias, debi
do a que la energia transferida al sistema se distribuye como energia de
excitacidn electrdnica de sus enlaces, y determina que a cada longitud de
onda, sdlo las moléculas que posean las estructuras adecuadas se convier-
tan en protagonistas del fendmeno, con independencia de su nimero en el -
sistema; por ello esta zona esti caracterizada por su absoluta especifici

dad a nivel molecular.

Por fin una tercera zona cuando la energia puesta en juego
es superior a 12 eV.. En este caso se producen fendmenos de ionizacidm y
disociacidn moleculares, pero de modo que la estructura no condiciona de
manera estricta la probabilidad de que tenga lugar conduciendo de nuevo a

la mayor implicacidn de las especies en mayoria ponderal.

En la zona de 1-12 eV, y en concreto para las radiaciones del U.V.
lejano (220 nm a 300 nm) es decir entre 5,63 eV y 4,13 eV la absorcidn de
energia sucede por un Unico mecanismo que implica la absorcidn del fotdn

y que conduce en materiales bioldgicos, a estados de excitacidn molecular.
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Cada molécula, de acuerdo con los orbitales moleculares de que disponga,
presenta una probabilidad diferente a cada valor de la energia para pasar
a un estado excitado por absorcidn de un cuanto de energia de dicha fre-
cuencia. El espectro de excitacidn, es decir, la funcidn de probabilidad
de excitacidn en funcidn de la energia del cuanto absorbido no es facil -
de calcular y totalmente inabordable cuando consideramos mol&culas como -
los biopolimeros, pero de los espectros experimentales de las diferentes
moléculas bioldgicas se puede concluir que normalmente, se trata de tran-
siciones pi —> pi* que en un doble enlace aislado tienen lugar a 170 nm
pero que se desplaza a 220 nm en el caso de conjugacidén y a 260 nm cuando
la deslocalizacidn electrdnica alcanza a tres dobles enlaces. (Diaz Peia

et al, 1972),

Las moléculas asi excitadas son susceptibles de sufrir transforma
ciones no permitidas desde el estado fundamental y que en general se deno
minan reacciones fotoquimicas. En ellas se emplea la energia de excitacidn

electrdnica resultando un compuesto transformado en estado fundamental.

Es importante indicar que no tiene por que darse necesariamente =
reaccidn fotoquimica sino que por el contrario los mecanismos de desexci-
tacidn pueden ser otros como: la desexcitacidn por conversidn interna, de
sexcitacidn luminescente etc., dependiendo siempre de las caracteristicas
intrinsecas de la molé&cula excitada, como por ejemplo: la vida media del
estado excitado, o el tipo de estado excitado. A la especificidad en la -
absorcidén hay que sumar la especificidad de los modos de desexcitacidn pa
ra poner asi de manifiesto que no todas las moléculas susceptibles de ex-

citaciones conduciran a transformaciones.

Pero incluso el que se produzcan o no reacciones fotoquimicas de-
pende tambi&n del estado de agregacidn y estructura de la materia, y en -
concreto la bioldgica se encuentra en fase condensada. En esta fase, la -
probabilidad de éhoque intermolecular es muy elevada por lo que la desex-
citacidn por conversidn interna estid muy favorecida, aunque también se -
produce una mayor probabilidad de reacciones bimoleculares. De entre ellas
hemos de destacar la alta formacidn de hidratos, debido a la abundancia -
de agua, las reacciones redox fotoquimicas por la presencia de oxigeno y
por Gltimo, las reacciones fotoquimicas de adicidén entre moléculas préxi-
mas y ligadas por una estructura macromolecular que fija su orientacidn y

distancia.
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En este Gltimo caso, es decir, medios condensados en los que ademas
existe un alto grado de estructuracidn se puede dar también y a veces de ma
nera importante, una transferencia de energia de excitacidn, de tal forma -

que moldculas incapaces de absorber el fotdn incidente son capaces de esta

forma de sufrir transformaciones fotoquimicas.

Entre las moléculas bioldgicas existen determinados biopolimeros -
que como resultado de sus caracteristicas electrdnicas presentan en sus es
pectros de excitacidn electrdnica grandes probabilidades de absorcidn en -
zonas U.V, energéticamente bajas. En concreto todos los anillos heteroci-
clicos de las bases plricas y pirimidinicas, los aminoZcidos aromidticos etc.
Y si ademds observamos los espectros de absorcidn de las diferentes biomolé
culas, vemos como son los dcidos nucl@icos los que presentan mayores coefi
cientes de absorcifn en esta zona U.V.; del 8rden de 10 veces mds altos que
los que presentan las proteinas; biomol&culas que les siguen en coeficiente
de absorcidn. En definitiva pues, en la interaccidn radiacidn U.V.-materia
bioldgica la especificidad de la interaccidn se dard primordialmente sobre

los acidos nucléicos y en segundo t&rmino sobre las proteinas.

Hasta aqui, ha quedado claro como va a ser la interaccidn entre -
las radiaciones U.V. y la materia bioldgica, mediante qué mecanismos se va
a liberar después la energia absorbida, y qué tipo de moléculas de entre -
las bioldgicas van a estar implicadas en la interaccidn. Sin embargo, no -
se puede deducir de lo expuesto la transcendencia y el grado de amplifica
cidn que la interaccidn tiene sobre los seres vivos. Es pues necesario, co
mo anunciabamos al principio, que analicemos brevemente la composicidn, or
ganizacidn y naturaleza jerdrquica de la c&lula para llegar a comprender -

la transcendencia de esta interaccidn:

La teoria celular nos ha proporcionado la posibilidad de abstraer
el fendmeno bioldgico a un sistema unitario al que adscribir toda la fenp
menologia de cardcter universal. Por supuesto que este sistema unitario, -
la célula, es un sistema material y por tanto sujeto a todas las leyes ge
nerales de la naturaleza, aunque con una caracteristica diferencial del -
resto de los sistemas materiales, que es su grado de organizaciln. Conside
raciones no sdlo de tipo morfoldgico, sino tambidn cineticas, bioquimicas
y termodindmicas asi lo confirman. El grado de heterogeneidad interna de -
los sistemas bioldgicos, es también una caracteristica diferencial, si bien
ambas cualidades, heterogeneidad y organizacidn, son a menudo dificiles de

separar.
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Del estudio amalitico y cuantitativo de la composicidn de los se
res vivos, tomando como ejemplo de sistema celular unitario, a la c&lula
mejor conocida, la bacteria E.coli, se llega a la conclusidn de que exis
ten entre 4000 v 5000 especies moleculares diferentes, presentes en toda
una gradacidn de concentracidn; desde una Gnica mol@cula de la especie -
DNA hasta del orden de 15 x 10° de moléculas de lipidos. El peso molecu-
lar de estas especies moleculares va desde 23 daltons para el idn Na+ -
hasta 2,5 x 107 daltons para la molécula de DNA, (Watson 1965; Davila -
1970). Por otra parte los conocimientos adquiridos con el desarrollo de
lé Biologfa y Genética moleculares, acerca de los mecanismos fundamenta-
les generalizados en todo ciclo vital, han hecho comprensible la aparen-
te caprichosa heterogeneidad molecular de la célula. En efecto, existe -
una perfecta jerarquizacidén molecular, y en esta, el DNA constituye la -
materializacidn del contenido informativo cuya expresidén fenoménica es -
la célula y su funcionalismo, incluyendo su autorreproduccidn (DUPLICA-
CION). Asi la informacidn genética contenida en la secuencia nucleotidi-
ca del DNA se transfiere en pequenios paquetes de informacidn, los mRNAs
(TRANSCRIPCION) para ser traducida del lenguaje de los nucleotidos al de
los aminodcidos (TRADUCCION) formando asi las proteinas, responsables en
Gltimo t&rmino de las reacciones bioquimicas que tienen lugar en la célu
la (FUNCIONALISMO).

Es indudable que estos dos tipos de hechos, sumados a las consi
deraciones hechas anteriormente, respecto a la inespecificidad de la in
teraccidn de las radiaciones de alta energia a nivel molecular, y sobre
todo dada la absoluta especificidad de la accidn de las radiaciones U.V,.
respecto de determinadas estructuras moleculares, de entre las que los -
dcidos nucl@icos poseen los mdximos coeficientes de absorcidn en el mun
do vivo, apuntan al DNA como blanco critico del efecto de las radiacionmes,
Queda pues perfectamente justificada nuestra especial preocupacidn en -
la interaccidn radiacidn U.V.-materia bioldgica por el estudio de esta -
interaccidn al nivel del DNA (molécula Gnica, dentro de su especie, por-
tadora del contenido informativo para la vida y reproduccidén de la cé&lu-
la), ya que su alteracidn puede provocar procesos irreversibles, en oca-
siones letales, y es por tanto responsable del grado de amplificacidn ob

servada en la interaccidn radiacidn-materia bioldgica en general.
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I.3.- Evolucidn prebidtica v radiacidn U.V.

I.3.1.- Atm8sfera primitiva y fuentes de energia para la evolucidn prebid-

tica

Urey (1956) ha determinado la composicidn al equilibrio de mezclas
de hidrégeno, carbono, anhidrido carbénico, metano, nitrdgeno, amoniaco y -
oxigeno a partir de las propiedades termodindmicas de estos compuestos. Supo
niendo constante la velocidad a la que el hidrdgeno escapaba de la tierra -
Miller y Urey (1959) calculan la presidn del hidrdgeno en la tierra hace 4.500
millones de afos. A partir de esta calculan la del metano y concluyen que ya
que el amoniaco se convierte rapidamente en nitrdgeno por la accidn de cual-
quier fuente energética, la atmdsfera primitiva de la tierra era reductora y
estaba compuesta por pequeiias cantidades de hidrdgeno, amoniaco y agua ademis

de una moderada presidn de metano.

El oxigeno en la atmbsfera actual de la tierra parece proceder prin
cipalmente de dos tipos de fuentes: la de fotooxidacidn del agua en las capas
altas de la atmdsfera por la luz U.V. de longitud de onda corta y a partir -

de la fotosintesis de las plantas.

La fotosintesis, sin embargo, debid comenzar cuando ya la capa de -
ozono, desarrollada en las capas altas de la atmdsfera, fue lo suficiente pa
ra proteger relativamente a la tierra de la luz U.V. emitida por el sol, Pero
se evitaba la posterior sintesis flotoquimica de compuestos orginicos en el en
torno primitivo. Los seres heterotrofos queprosperaban en los materiales orgd
nicos producidos fotoquimicamente fueron reemplazados por los auxotrofos capa
ces de fotosintetizar por si mismos las molé&culas orgdnicas para su desarrollo.
Solamente aquellos organismos capaces de incorporar molé&culas como las porfiri
nas y hacer uso de la energia de la luz de onda mis alta, lograron "sobrevivir"

y evolucionar posteriormente. (Ponnamperuma C., 1971).

En las reacciones bioquimicas que tienen lugar en los organismos -
vivos contemporineos, el carbono ha de ser primero reducido antes de incorpo-
rarse a los aminodcidos, purinas, pirimidinas, etc. Esto es ademds un hecho -
universal en la biosfera (Fruton and Simmonds, 1961). La mayor parte de los or
ganismos tienen también mecanismos para reducir el nitrdgeno antes de ser in-
corporados a las moléculas vivas. Estdn también dotados de mecanismos para -

eliminar el nitrdgeno en forma de amoniaco o urea. (Hutchinson, 1954). Todo -
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esto tal vez sea el resultado de la evolucidn de rutas bioquimicas en la pri

mitiva atmdsfera reductora.

Hasta que las c&lulas no alcanzaron un estado altamente organizado
y protegido, la presencia del oxigeno libre en la atmdsfera no podria haber
sido tolerado ya que por su accidén los primeros precursores de la vida habrian
sido oxidados y por tanto se habria impedido su evolucidn o incluso su exis-—
tencia. (Berkner and Marshall, 1965). Los deletereos efectos del oxigeno en
los nucleos de las c&lulas contempordneas son también indicativos de que fuesen
las condiciones andxicas las que prevalecieran durante los primeros estados -
de la evolucidn de las c&lulas (Stern, 1955). La existencia actualmente de -
anaerobios obligados y la universalidad del ciclo de glicolisis anaerobio sugie

ren tambi&n un ambiente reductor en el despertar de la vida.

La energia incidente en la primitiva atmdésfera reductora de la Tierra
capaz de iniciar reacciones quimicas pudo ser; luz procedente del sol, des-
cargas elé&ctricas, la radiacidn ionizante del decaimiento radiactivo y el ca
lor procedente de los volcanes (Miller and Urey, 1959). La luz U.V. es con =
mucho la fuente energética mis intensa para la sintesis de moléculas mds com
plejas a partir de mol&culas simples y la sintesis posterior de mol&culas mis
complejas aln a partir de estas. La alta intensidad de las radiaciones U.V.
en la radiacidn solar que afectd a la Tierra, condujo a la produccidn de reac
ciones fotoquimicas incluso a partir de productos cuyos coeficientes de absor

cifdn eran muy pequefios.

1.3.2,- La luz U.V, como fuente de energia en la sintesis de biomolé&culas en

la atmbdsfera primitiva.

Como ya hemos indicado los constituyentes mids probables en la Atmds
fera primitiva eran: jidrdgeno, metano, etano, amoniaco, agua y posiblemente
también mondxido de carbono y nitrdgeno. Se han realizado numerosas expe-
riencias en intentos de reproducir las condiciones fisica$ en las que se en-
contraban aquellas molé&culas con el objeto de estudiar la sintesis de molécu
las orgdnicas y su evolucidn en el seno de tales condiciones. Asi ha sido po
sible a partir de esas moléculas y por irradiaciones U.V. de corta longitud
de onda producir primeramente cianuros, aldehidos e hidrocarburos. Después -
por posteriores irradiaciones de estos compuestos con luz U.V., o radiacién -
gamma se pudieron obtener purinas y deaxirribosa (Ponnamperuma, 1965). También

ha podido sintetizarse estos compuestos ademds de uracilo y citosina y una -
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variedad de azficares a partir de mol&culas precursoras sencillas por calefaccidn
a moderadas temperaturas. (Oro, 1965; Sanchez et al. 1966; Ferris et al. -
'1968), La timina ha sido sintetizada mis recientemente (Stephen - Sherwood

et al. 1971), en posibles condiciones prebidticas, como resultado de la me
tilacidn del uracilo. En condiciones prebioticas la alenina se singgtiga mas
facilmente y en mayores cantidades que cualquiera de las otras bases. Si -
tenemos en cuenta que de todas las bases de los acidos nucleicos, la ajeni

na es la de mayor energia resonante y que ademds es la mds radiorresisten-

te, ademds de las anteriores consideraciones de la sintesis prebidtica no

nos extrafa la universal distribucidén y los importantes papeles que los de

rivados de adenina tienen en el mundo vivo., (ATP, cAMP)(Ponnamperuma et al 1963)

La formacidn de nucleosidos y nucleotidos en posibles condiciones
prebidticas ha sido tambi&n estudiada con éxito en los dltimos afos. Asi
por irradiacidn U.V. de bases sobre todo de adenina y ribosa acida se pro-
duce adenosina y esta en presencia de etil metafosfato rinde AMP, ADP y ATP
(Sagan, 1965; Ponnamperuma, 1965). La formacidn de nucledtidos a partir de
nucleosidos también se ha conseguido mediante temperaturas moderadas en pre
sencia de microcristales de silicato o apatita actuando como una catdlisis
primitiva, (Neuman et al, 1970). Md3s recientemente se han obtenido en posi-
bles condiciones prebidticas nucleotidos de citosina y oligonucleotidos (Ta
piere and Magyvary, 1971), nucleotidos de timina (Bishop et al. 1972) asi
como glucosa,l-6,difosfato. Sin embargo, la fosforilacidn de los nucleosidos
con vistas a la posterior polimerizacidn permanece aiin sin dilucidar aunque
sobre ella inciden numerosos estudios. (Rabinowitz et al, 1971; Shwartz and

Ponnamperuma, 1971).

A partir de mononucleotidos,la polimerizacidn a oligonucleotidos
y polinucleotidos puede llevarse a cabo por varios posibles agentes prebio-
ticos tales como la irradiacidn U.V. (Ibafiez et al. 1971))por interaccién -
de apilamiento entre bases (BuggS et al. 196l1) o bien a partir de moldes ge
nuinos como el Acido policitidilico o poliuridilico (Schneider - Bernloehr
et al, 1968) (Sulston et al. 1969). La asociacidn posterior de cadenas poli
nucleotidicas complementarias puede haber conducido a la formacidn de largas
cadenas dobles (Calvin, 1969). Cualquiera de estas cadenas podria de nuevo

servir de molde para la organizacidn de dos nuevas cadenas dobles.

Por lo que respecta a los precursores de las proteinas baste decir
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que por medio de la luz U.V. de 254, como fuente de energia, y sulfuro de

hidrdgeno o formaldehido como donadores de eleétrones,Steinman et al (1968)

'y Sagan and Kare (1971) han obtenido con gran eficiencia la fotoproduccidn

de aminodcidos. Adem3s y en los ya clidsicos experimentos de descargas eléc
tricas (Miller, 1955) se han sintetizado amino@cidos, desgaquémoé'sig”embargo
que, bajo estas condiciones no se ha sintetizado ningln compuesto que absor
ba luz U.V. similares a las bases heterociclicas. También parece que el ca-
lor ha podido jugar un papel muy importante en la condensacidn del glicerol
con tetramero ~ de cianuro de hidrdgeno para formar un dipéptido (Chang et
al, 1977 o péptidos mds complejos (Fox, 1964). La sintesis de polipéeptidos
que contienen aspdrtico, serina, glutdmico, glicocola y alanina de un peso
molecular de 2000 ha sido realizada por Ponnamperuma et al. (1969), en expe
rimentos de descargas eléctricas. En estos experimentos los aminodcidos apa
recen generalmente y en.'su mayororia en forma condensada, solamente tras la
hidrolisis del péptido se encuentran aminodcidos libres, algunos de los cua
les han sido identificados como los que existen en las proteinas naturales
de los seres vivos actuales junto a otros que no han sido identificados ain.
P. Banda and Ponnamperuma en 1971 utilizando una mezcla de 16 aminodcidos y
sus formas adeniladas y tras polimerizacidn en presencia de alcali obtuvie-
ron polimeros que pueden ser separados electroforéticamente en un ndmero de
bandas cuya composicidn media no responde a la composicidn media de la mez-
cla inicial to-que es indicativo de la distinta . reactividad de los aminodci

dos o de su diferente facilidad para la formacidn de formas adeniladas.

A partir de alanil - adenilato, Katchalsky y su grupo han sinteti
zado polialanina en montmorillonita. - El papel de estos cristales como mol-
de para la polimerizacidn de nucledtidos estd fuertemente apoyado por el -
hecho de que en estas experiencias con caolin se obtiene siempre nonameros
o cadenas mis largas aln (Paecht - Horowitz et al. 1970). Por 4ltimo sim-
ples moléculas orginicas como las poliaminas o los derivados de las glici-
nas pueden haber contribuido de manera importante a la estabilizacidn de -
los nucledtidos en el molde y la formacidn catalitica de las uniones inter
nucleotidicas, como se ha observado en la sintesis de poli-A a partir de -
adenosina ciclica 27~ 3°~ fosfato unida organizadamente como una tercera -

hélice en dos cadenas de poli-U (Renz et al. 1971).
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I.4.- Los procesos de reparacidn de la informacidn genética. Su evolucidn

Hasta ahora la paradoja enunciada anteriormente al hablar de la inter
accidn del fendmeno vital con las radiaciomes U.V., ha quedado disipada sdlo
eﬁ parte. En efecto, hemos visto como ha sido precisamente la existencia de -
este tipo de radiaciones las que hicieron posible la aparicidn de las biomolé
culas, que constituyen ahora el punto de partida de la evolucidn bioldgica. -
Pero, y aqui aparece de nuevo la paradoja, esas moléculas son dcidos nucl&icos
y proteinas, mol@culas que sufren preferentemente Ios efectos de las radiacio
nes U.V.. Estas consideraciones siguen teniendo validez incluso después de la
aparicion de las primeras c&lulas organizadas y a lo largo de todo el proceso

evolutivo.

Sin embargo, podemos afirmar hoy, que la capacidad de recuperarse en
mayor o menor proporcidn de las alteraciones inducidas en su DNA por un ambien
te agresivo, del que las radiaciones U.V. han sido el agente m3s importante -
evolutivamente, es una caracteristica intrinseca de todo sistema bioldgico. -
Sea cual sea el agente de la agresidn y dependiendo sdlo del tipo de altera-
cidn sufrida, se ponen en accidén mecanismos enzimdticos cuya actuacidn trata
fundamentalmente de preservar la integridad de su informacidn gen&tica materia

lizada en las secuencias del DNA.

Especialmente durante esta Gltima d&cada, se ha logrado un cuerpo de
evidencia respecto al caridcter potencialmente reversible de las etapas inicia
les de todos los procesos de alteracidn del DNA. Hoy estid completamente supe-
rada la visidn que la Radiobiologia clidsica tenia de las c&lulas como meros -
blancos pasivos del impacto de las radiaciones. Ahora tenemos que contempiarlas
como sistemas capaces, dentro de ciertos limites, de superar con &éxito el reto

que comporta la alteracidn derivada de la agresidn del medio ambiente.

De hecho y por debajo de tasas de agresidn letales, la reparacidn de
las alteraciones conduce con cierta probabilidad a alteraciones en la replica
cidn y por tanto en la transcripcidn de la informacidn gendtica, que no tieme
que traducirse necesariamente en la imposibilidad parcial o total de una fun-
cidn, sino que puede aumentar su funciomalismo de alguna manera. Es decir, que
puede dar lugar a la aparicidn de una nueva caracteristica en la cé&lula que -
salvo nuevas agresiones que la reviertan, da lugar a una cepa con caracteris-

ticas propias.

De aquil que el conocimiento de los procesos bioldgicos por los cuales
la célula es capaz de reparar, al menos para ciertas dosis, las lesiones cau
sadas en su DNA cubra una doble vertiente; la del proceso en si de reparacidn

de lesiones que perturben su invarianza, y la del mecanismo por el cual se -
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elude el efecto letal de una tasa de agresidn para convertirlo en un mecanis
mo de variacidn cualitativa del contenido informativo, en definitiva en un me
canismo de evolucidn. El1 desplazamiento en una u otra vertiente, en funcidn -
de las condiciones ambientales a lo largo de la historia de la vida sobre la

Tierra, ha conducido el proceso evolutivo hasta nuestros dias.

I.4.1.~ Reparacidn de los dcidos nucléicos primitivos. Seleccién de los mis

aptos. Mecanismos no enzimaticos

Como veremos al revisar las lesiones causadas por las radiaciones U.V,
en los adcidos nucleicos, los oligonucleotidos y polinucleotidos de cadena sim
ple son muy susceptibles a la luz U,V.., La remocidn de las lesiones, es decir,
la eliminacidén de los dimeros o de los hidratos por cualquier mecanismo que -
hubiese implicado la rotura de la cadena, habria conducido tambi&n a la inte-
rrupcidn de la continuidad del molde y por tanto, a la pérdida de la informa-
cidén. Sin embargo, los dimeros pueden ser eliminados sin la interrupcidn de la
cadena por medio de un mecanismo en todo semejante al que los produjo, la mano
merizacidn fotoinducida por luz U.V. aunque méds energética (240nm) que la que
los cred. Por supuesto que este tipo de radiacidn estuvo presente en las condi
ciones primitivas y que s8lo cuando la capa de ozono fue suficientemente protec
tora dejaron de llegar apreciablemente. A pesar de ello este sistema de elimina
cién de dimeros de pirimidina es eficaz hasta un nivel en el cual la eliminacidn
de los dimeros se iguala con la formacidn de @stos, pues la radiacidn U.V. a 240nm
también es capaz de fotoinducir la formacidn de dimeros aunque sea con menor efi

cacia que la de longitudes de onda superiores. (Setlow and Setlow, 1962).

Los hidratos, sin embargo, son eliminados con muy baja eficacia por este
sistema fotoinducido. El hidrato de Uracilo es un compuesto muy estable que no
se revierte con facilidad. Por tanto esta circunstancia habri presionado en el
sentido de seleccionar a la timina en lugar del Uracilo como componente del so

porte informativo. (Lesk, 1969).

Por mecanismos fotoinducidos, pero a través de un intermediario que -
actla como donador de electrones, es posible también la eliminacidn de los di
meros sin privar a la molécula de su continuidad. Asi, los derivados del indol
como el triptofano y la serotonina (5-hidroxitriptamina) son capaces de inter
calarse entre las bases de los Acidos nucleicos y monomerizar los dimeros cuan
do se les irradia con luz de 300nm (Helene and Charlier, 1971). Tambi&n se ha
observado la monomerizacidn parcial de algunos dimeros de pirimidina, esencial
mente C/E cuando se irradia DNA en presencia de proflavina entre 245 y 280nm

(Setlow and Setlow, 1965.).
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Estas mol@culas como la proflavina han podido jugar también en fa
vor de la supervivencia de los dcidos nucléicos ante el ataque inespecifi
co de las radiaciones ionizantes o U.V. de alta energia que aunque prima-
riamente fuesen absorbidas por las bases pliricas o pirimidinicas, su ener
gia puede haber migrado a través de la cadena nucleotidica hasta ser atra
pada por estos agentes intercalantes (Sutherland and Shutherland, 1969;

Gregori et al, 1970).

En conclusifn, la evolucidn de los acidos nucleicos y su supervi-
vencia en la etapa abiogénica ha estado condicionada por la presidn selec
tiva de la radiacidén U.V.. La seleccidn de los &cidos nucleicos mds aptos
se ha basado esencialmente en sus propiedades quimicas: absorcidn de luz
U.V. de 240 nm y capacidad para asociarse con otras moléculas (radiopro-
tectores) o con otros acidos nucléicos o moldes. Por tanto todas estas -
propiedades se puede decir que constituyeron lo que podriamos llamar el -
fenotipo estructural de los primitivos Acidos nucléicos. (Mills et. al. -
1973).

Tras la etapa de evolucidén abiogénica, los siguientes datos de que
disponemos estan todos tomados de las células que existen actualmente., -
Nada podemos decir acerca de los mecanismos de reparacidén de las primeras
formas replicativas individuales, que aparecieron en la evolucidn, que no
sea por extrapolacidn de lo que conocemos actualmente, Sin embargo, se -
ha podido comprobar la existencia de un mecanismo de reparacién de lesidnes
U.V. no enzimdtico y fotainducido por luz de longitudes de onda que no -
son directamente absorbidas por el DNA (Jagger and Stafford, 1965; Jagger
et al. 1970). Asi tanto en Estafilococcs como en Estreptomices ha podido -
evidenciarse este tipo de reparacidn fotoinducida por luz entre 310 y - -
360 nm independiente de la temperatura que conduce, por liberacidn de di-
meros a altos valores de supervivencia tras irradiacidn U.V. de estas -
bacterias, Similares resultados se han obtenido en la interpretacidn del -
espectro de accidn de Neurospora (Ikenaya, et al. 1970). Se ha pretendido
adjudicar a estos mecanismos gran importancia en el problema de la inter-
relacidn de adcidos nucleicos con otras moléculas, durante la génesis del -
material genético, asl como en la reparacidn de los Acidos nucleicos, en -
las primeras etapas evolutivas. La elucidacidn de estos sistemas de repara

cidn fotoinducida quizds ayuden a entender estos problemas,
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1.4,2,-wotorreactivacidn o el acoplamiento de una actividad enzimidtica a

una fuente energética electromagnética.

Los polinucleotidos de cadena simple que se dieron en las condicio
nes fuertemente reductoras de la atmdsfera primitiva fueron probablemente
polidesoxirribonucleotidos. Estos polinucleotidos pudieron constituir las
primeras unidades autorreplicativas. Para su proteccidén independiente de -
las radiaciones U.V. se desarrolld un mecanismo de reparacidn altamente -

eficaz, la fotorreactivacidén enzimitica.

La fotorreactivacidn enzimdtica es un sistema de reparacidn
especifico de dimeros de pirimidina que no requiere una fuente de energia
quimica compleja y que es capaz de eliminar eficientemente tanto "in vivo"
como "in vitro" los dimeros formados en DNAs de cadena simple o cadena do-

ble. Tambi&n se ha demostrado su actividad en polimeros sintéticos.

La enzima fotorreactivamente es capaz de unirse al DNA inde-
pendientemente de la presencia de la luz. Este complejo es extremadamente
estable e independiente de la temperatura (Harm, 1968). La enzima se activa
por la presencia de luz de longitud de onda superior a 300 nm monomerizin-
dose los dimeros, tras lo que se libera la enzima del complejo formado con
el DNA. (Wulffand Rupert, 1962)., El grupo cromdforo de la enzima no ha sido
identificado alin a pesar de haberse conseguido preparaciones altamente puri
ficadas de la enzima (Minato and Werbin, 1971). La dificultad principal es-
triba en conseguir grandes cantidades de esta enzima altamente purificada,
pues por ejemplo el nimero de molé&culas por c&lula estimado en E.coli es -
tan sb6lo de 20 (Harm, 1969). Los mutantes que han sido obtenidos a partir -
de esta cepa tan sdlo poseen 5 veces mds enzima (Harm, 1969). Sin embargo,
se ha conseguido aumentar hasta 2,000 veces la cantidad de enzima en E,coli

utilizando un especial fago lambda transductor (Sutherland, 1973 a y b).

Es importante resefiar que en los Gltimos aflos, en el estudio
del mecanismeo de accidn de la enzima fotorreactivante se ha logrado definir
exactamente el substrato especifico minimo, (Setlow and Bollum 1968, Williams
et al. 1971). Asi es necesario un oligodesoxitimidilato con 9 residuos de -
timina entre los que existe 1 dimero de fﬂT para la unidn efectiva de la -

enzima.

La distribucidn filogeﬁética de la actividad fotorreactivante apoya

la idea de su aparicidn en los primeros momentos de la evolucidén como un sis
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tema de reparacidn de DNA, Esta actividad ha sido encontrada en la mayor
parte de los grupos de organismos estudiados desde algas verde-azuladas,
levaduras, protozoos, tejidos de metazoos, plantas e incluso Ultimamente

en mamiferos.

El RNA viral (fuera del virus) tras irradiaciones con luz U.V. -
puede ser fotorreactivado eficientemente (Werbin et al. 1968) (Hidalgo -
Salvatierra and Mclaren, 1969). La presencia de mecanismos fotorreparati-
vos enzimiticos en plantas estd también descrito (Murphy and Gordon, - -
1971- a y b) aunque la naturaleza de las lesiones y el mecanismo de re-
paracidn no se conoce con la misma claridad que en el caso de la fotorrepa

racidn del DNA, en bacterias,

I.4.3.- Unidn de roturas simples. Seleccidn de cadenas dobles,

Una estructura de doble cadena permanente de DNA no es necesaria -
para la replicacidn o para la transcripcidn, pero la complementariedad de -
las dos cadenas ofrece la posibilidad de la reparacidn de las roturas sim-
ples sin pérdida de la informacidn y la posibilidad de utilizar la informa-
cidn de la cadena opuesta para la reparacidn de roturas simples seguidas de
degradacidn parcial de un trozo de una de las cadenas. Es decir, que la re-
dundancia de una estructura permanente de DNA de doble cadena debe haber te
nido una enorme importancia selectiva en cuanto a la comservacidn de la in-
formacién genética ya que de hecho las roturas simples constituyen una de -
las lesiones mds comunes producidas, tanto "in vivo" como "in vitro" y no -

sb6lo por las radiaciones ionizantes sino por una variédad de agentes.

Dos tipos de ligasas han sido purificadas de diversos organismos:
las que como en el caso de la aislada a partir de E,coli necesita de la for
macidn previa de un complejo entre la Ligasa y el NAD (nicotinamido-adenin-
dinucleotido) para formar Ligasa —AMP o la que como en el caso de T4 acom-
pleja con ATP (Ademina trifosfato) para dar lugar a Ligasa - AMP. En cual
quier caso, es este complejo el que se une al 5' fosfato de la rotura simple
de DNA para después producir la unidn del fosfato al 3' OH de la ribosa del
nucleotido anterior en la rotura. Para el funcionamiento de la unidén Gltima
es estrictamente necesario, no sdlamente que la rotura sea en 3' OH y 5'P -
como hemos indicado, sino tambi&n que no falte ninglin nucleotido entre estos
dos terminales. (Geller, 1971; Jacobs et al, 1972; Weiss and Richardson, -
1967).
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La importancia bioldgica de la DNA-Ligasa ha quedado demostrada
en todos los casos no s6lo como enzima responsable de la reparacidn de ro
‘turas simples o de la iltima etapa de la reparacidn por escisidén y resin-
tesis de lesiones U.V., sino que también es necesaria para llevar a cabo
la replicacidén del DNA en E.coli (Sugino and Okazaki, 1972; Geller and -
Bullock, 1970) asi como para el crecimiento y recombinacidn en el Fago T 4
(Geller and Bullock, 1970; Anraku and Lehrman, 1969). De hecho no se han
logrado aislar mutantes viables que no posean. en absoluto actividad DNA-

ligasica,

I.4.4.- Reparacidén por escisidn y resintesis

S6lo una fraccidn de las posibles lesiones, esencialmente dimeros
de pirimidina y roturas simples, se pueden reparar eficientemente por foto
reactivacidén enzimdtica o por unidn de roturas simples por la accidn direc
ta de la DNA-Ligasa, El resto de las posibles lesiones, como la destruccidn
de las bases heterociclicas, de los azlicares, roturas simples que no cumplen
las estrictas condiciones de actuacidn de la DNA-ligasa (roturas en 3' OH -
5'-P) etc., dimeros de pirimidina, uniones cruzadas intra e intercadena, -
uniones cruzadas con proteinas, etc. pueden en principio ser reparadas median
te una eliminacidn fisica eficaz del segmento dafado. Naturalmente tal meca
nismo requiere la presencia de todo un complejo sistema enzimidtico pues supo
ne el reconocimiento de la‘lesiﬁh; su eliminacidn fisica en una extensidn -
mis o menos grande, la reconstruccidn del segmento de la cadena de DNA degra

dada y el restablecimiento de su perfecta continuidad covalente.

La evidencia experimental de la primera de las etapas del proceso
y en el caso de la reparacidn de los dimeros de pirimidina, se consiguid al
verificar que eran eliminados "in viw" desde el DNA (donde se habian origi
nado por irradiacién con luz U.V.) al citoplasma junto con cierto nimero de
nucleotidos durante el proceso post—irradiatorio. (Setlow and Carrier, 1964;
Boyce and Howard-Flanders, 1964; Swenson and Setlow, 1966; Setlow et al. -
1963). La segundé parte del proceso, es decir, la etapa de resintesis fue -
conseguida por Pettijohn and Hanawalt (1968%) y ha recibido después amplia -
confirmacidn (Pauling and Hanawalt, 1965; Hanawalt and Ha?es, 1965; Reiter
and Strauss, 1965). Pero quizds la evidencia m3s importante la constituye -
el que los mutantes deficientes en DNA-Poligperasa presentan una exaltada -
sensibilidad frente a la luz U.V. (de Lucia and Cairns, 1969; Gross et al.
1971; Kelly et al. 1969).
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La evidencia experimental de que este mecanismo sea capaz también
de reparar otro tipo de lesiones ademds de los dimeros de pirimidina se ob
tuvo al comparar la supervivencia frente a diferentes mutagenos quimicos -
de las estirpes salvajes y de los mutantes u.v.r. (1) de E.coli (Howard -

Flanders, 1968).

La comprensidn detallada de este sofisticado mecanismo de repara-
cidn estd siendo en la actualidad obtenida a trav@s de las numerosas expe
riencias "in vitro" llevadas a cabo gracias al aislamiento previo de las
enzimas supuestamente implicadas. Asi fueron aisladas las enzimas de reco
nocimiento de los dimeros de pirimidina en bacterias y fagos primeramente
(Setlow, et al. 1969; Kaplan et al. 1969; Kushner et al. 1969; Oshikama and
Sekigushi, 1970; Friedberg and King, 1971; Ohshikama and Sekigushi, 1972).
En los Gltimos afios se ha podido aislar U.V. - Endonucleasa a partir de -
otros organismos entre ellos de c&lulas de mamiferos. (Reagan et al, 1968,

Painter, 1970; Edenberg and Hanawalt, 1972).

Los estudios "in vitro" con DNA - Polimerasa han demostrado sus -
multiples actividades enzimiticas (Kelly et al. 1969, 1970). Las evidencias
obtenidas de los mutantes PolA (1) indican claramente la implicacidn de -
esta enzima en la replicacidn reparadora del mecanismo de escisidn-resin-
tesis (de Lucia and Cairns,1969; Gross and Gross, 1969). Parece prudente,
sin embargo, no confundir la polimerizacidn que tiene lugar durante la re
plicacidn normal del cromosoma con la resintesis reparadora ya que ademis
de los mutantes PolA que son deficientes en resintesis reparadora y no en
replicacidén normal, existen otros cuya resintesis reparadora sucede a ve-
locidades normales estando, por el contrario, lentificada la replicacidn
normal en un factor 50 a 100 (Hanawalt et al. 1968; Fangman and Russel, -
1971). En este sentido se ha sugerido que en ausencia de DNA-Polimerasa I
funciona otro sistema de replicacidén reparadora controlada por el produc-
to del gen recA (1) en E.coli (Gross et al. 1971; Cooper and Hanawalt 1972;
Gefter et al, 1971). ‘

La Gltima etapa del proceso se realiza mediante la enzima DNA - Li
gasa que ha sido aislada de muy diferentes origenes; su presencia es estric
tamente necesaria para la culminacidn de la reparacién como lo demuestra -
el hecho de que los mutantes deficientes en dicha enzima presentan una gran
sensibilidad a las radiaciones U.V. (Pauling and Hamm, 1968; Gellert and
Bullock, 1970; Dean and Pauling, 1970).

(1) Ver Apéndice I.
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Podemos decir que la distribucidn filogen&tica de este tipo de re
paracidn es total, asi ademds de en bacterias ha sido identificada en leva
duras mediante el aislamiento de mutantes defectivos (Unrau et al, 1971; -
Fabre and Moustacchi, 1972). También en c€lulas humanas (Reagan et al. 1968,
Painter, 1970; Edenberg and Hanawalt, 1972) y se ha demostrado su ausencia
en fibroblastos epid&rmicos de enfermos afectados con el Xeroderma pigmento
so; concretamente se ha demostrado la imposibilidad de realizar la etapa -
inicial de la escisidn (Cleaver, 1970) a pesar de que las c&lulas aparente

mente contienen U.V,-Endonucleasa (Bacchetti et al, 1972).

I.4,5.- La recombinacidn genética como un proceso de reparacidn

Podemos decir que en todos los organismos vivos en los que se ha -
estudiado, se ha podido comprobar que las radiaciones en general, asi como
muchos reactivos quimicos, aumentan la frecuencia de recombinacidn gen&ti-
ca, (Jacob and Wollman 1955; Roman and Jacob, 1858; Sharp and Freiferder,
1970; Lawrence 1970; Manney and Mortimer, 1964; Wood and Kafer, 1969; Shan
field and Kafer, 1971; Jansen, 1970; Holliday, 1971; Proust, 1967; Prudhom
meau and Proust, 1969; Garcia Bellido, 1972; Kofman-Alfaro and Chandley -
1971).

En cuanto a la luz U.V. en concreto, parece claro que son las lesio
nes primarias del DNA, es decir los dimeros de pirimidina, la causa directa
del aumento de la frecuencia de recombinacidn genética; constituyendose ellos
mismos en zonas promotoras de recombinacidén. En efecto, asi ha sido demostra
do elegantemente por Cordone and Radman (1970) al comprobar que los cambios
genéticos inducidos en el fago Lambda con radiaciomes U.V, son mds frecuen-

tes en los segmentos ricos en AT que en los segmentos ricos en GC.

La recombinacidn genética puede ser entonces un mecanismo de repa-
racidn por segregacidn de las zonas lesionadas. Existen numerosas eviden-
cias experimentales que asi parecen confirmarlo; de un lado tenemos los di
Versos fendmenos de reactivacidn gen&tica tras irradiacidn U.V. como: la -
reactivacidn por multiplicidad (Luria 1947), la reactivacidn por profagos
(Jacob and Wollman, 1955); Blanco and Devoret, 1973) y la reactivacidn cru
zada (Luria 1952). De otra parte se han aislado mutantes radiosensibles de

ficientes en recombinacidén en hongos y levaduras (Jansen 1970; Fortuin 1971).

Es interesante hacer notar que la reparacidn dependiente de la re-

combinacidn no se identifica exactamente con la recombinacidn misma. En -
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efecto Rup y sus colaboradores (Rup and Howard-Flanders, 1968; Rup et al.
1971) han establecido convincentemente que la reparacidn dependiente de -
;ecombinacién es desde luego postreplicativa; que las nuevas cadenas re-

plicadas a partir de DNA lesionado con radiacidn U.V. contienen enormes -
huecos opuestos a cada dimero de pirimidina de la cadena original y que -
estos huecos pueden ser después reparados en el metabolismo postreplicati
vo del DNA por polimerizacidn o por cambios entre las copias de DNA hijas
o ambas cosas simultaneamente. En definitiva la presencia de los huecos -

favorecen los intercambios moleculares entre las nuevas cadenas del DNA.

I.4.6.- Evolucidn de los procesos de reparacidn: distribucidn filogen&tica.

Tamario del DNA reparable. Coordinacidn entre la reparacidn y la replicacidn.

El orden que hemos seguido a lo largo de la exposicidn de los dife-
rentes mecanismos de reparacidn postulaba ya una secuencia evolutiva de su
aparicidn en la biosfera; primero la reparacidn por absorcidn de la luz U.V.
de longitud de onda corta, después la fotorreactivacidn. Tras estos procesos
fotoquimicos la reparacidn enzimitica por escisidén resintesis, la recombina
cidon genética y un mecanismo alin no comocido al grado de los anteriores, la
reparacidn postreplicativa. En suma, podemos decir que existen evidencias -
suficientes para sustentar la idea de que en los primeros estados de la - -
evolucidn prebidtica, la luz U.V. de longitud de onda alrededor de 240 nm -
jugd un importante papel en la reversidn fotoquimica de los dimeros de piri
midina de los dcidos nucleicos primitivos; la posterior proteccidn de la -
tierra, por la capa de ozono formada por las capas altas de la atmdsfera, a
las radiaciones U.V. especialmente a las mis energéticas, convirtid en inope
rante este sistema de reparacidn. Aunque concomitantemente con esto se redu
jo considerablemente la dosis de radiacidn absorbida por las incipientes es
tructuras vitales. La fotorreactivacidn enzimitica con luz visible es un -
sistema que, como hemos visto, est3 distribuido filogenéticamente de mane-
ra amplia y podemos arriesgarnos a decir, incluso que totalmente en el mun-
do vivo. Supone ademds una situacidn intermedia entre los mecanismos pura-
mente fotoquimicos y los puramente enzimdticos, al acoplar a un mecanismo -
enzimdtico una fuente energética electromagnética. Sin embargo su accidn es
completamente especifica de un determinado fotoproducto y no es por tanto -
capaz de reparar otras lesiones en el DNA., Por Gltimo, los mecanismos de re

paracidn enzimitica por escisidn, resintesis y postreplicativos, no solamen
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te estdn distribufdos en la naturaleza sino que ademds son capaces de repa
rar una variedad de lesiones mucho mids amplia. Su grado de complejidad es

al tiempo mucho mayor, requieren la presencia activa de una serie de enzi-
mas ademids de las especificas de reconocimiento de las lesiones. Su efica-
cia, como veremos mas adelante, esti condicionada por un complejisimo con-
trol en la coordinacidn de todas ellas al actuar conjuntamente y con los -

procesos de replicacidn.

Ademd3s de las anteriores consideraciones filogenéticas y mecanis-
ticas (grado de complejidad enzimdtica y requerimientos energéticos) es ne
cesario destacar, por lo sugerente, las consideraciones que vamos a hacer
acerca de la naturaleza y tamafio minimo del DNA susceptible de reparacidn

con los diferentes sistemas estudiados.

La reversidn de dimeros de pirimidina mediante el sistema puramen
te fotoquimico, es decir, por absorcidn de la luz U.V. de longitud de onda
alrededor de 240 nm puede reparar como minimo incluso un Unico dimero, es
decir, un dinucleotido (Setlow and Setlow, 1962),La fotorreactivacidn enzimi
tica por su parte requiere como hemos visto, un minimo de 9 nucleotidos. =
(Setlow and Bollum, 1968; Williams et al., 1971) aunque sin embargo no es -
especifico de DNA de doble cadena, es decir, que es igualmente activo en -
dcidos nucleicos de cadena simple tanto naturales como sint&ticos. El meca
nismo de reparacién enzimitica por escisidn-resintesis requiere DNA de do-
ble cadena y altamente palimerizado, pues como hemos visto desde la libera
cidn del orden de 10 nucleotidos por cada dimero reparado, cuando actila la
U.V.-Exonucleasa, se pasa hasta algunas decenas de ellos (20 a 50 nucleoti
dos) cuando en el proceso actla la actividad exonucleasica de la DNA-Poli-

merasa (Billen et al. 1967, Ley and Setlow, 1972),

Los huecos producidos en la reparacidn postreplicativa en DNA irra
diado con luz U.V. puede ser aproximadamente de 1000 nucleotidos de longitud
(Rup and Howard - Flanders, 1968; Lehman, 1972; Buhl et al. 1972). Por Gl
timo el tamafio de la regidén de solapamiento hibrido formado durante la recom
binacidn genética es tambi&n aproximadamente 1000 pares de bases. La diferen
cia con la reparacidn postreplicativa es que necesita de la presencia de dos
moléculas de DNA y la de esta filtima y el mecanismo de escisidn resintesis -
con el de fotorreactivacidn enzimidtica es que necesitan de la existencia de

DNA de doble cadena, para que los huecos producidos no conduzcan a la dis-

continuidad total de la cadena.
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Tras lo expuesto parece que los diferentes mecanismos de reparacidn
que evolutivamente han ido apareciendo han sido consecuencias ldgicas en or-
den a acoplarse eficientemente a las condiciones ambientales utilizando las

fuentes energéticas disponibles.

: Aparentemente no existe redundancia mecanistica ni operativa en los

sistemas estudiados salvo en los casos de la reparacién por escisidn resinte

| sis y de reparacidn postreplicativa; pues ambos utilizan un mecanismo enzimi
% tico de liberacidn de dimeros en el que hay un reconocimiento de la lesidn -
: en un momento dado para posteriormente, y tras la produccidn de un hueco mas
i o menos grande, la reparacidn polimerizante de dicho hueco, ;Porqué ambos -

sistemas de reparacidn coexisten en las c&lulas de una manera universal?, Si
i ambos sistemas de reparacidn son independientes, ;Cémo no se ha seleccionado

el m3s eficiente? (Es que es necesaria la presencia de ambos sistemas para -

una reparacidn eficiente?,

Efectivamente los hechos experimentales han confirmado no s&lo esta
4ltima hipdtesis, sino que también han ofrecido la visidén de un complejo me-
canismo de coordinacidn entre la replicacifn y ambos mecanismos de reparacidm.
Cualquiera que sea la verdadera estructura y el mecanismo detallado del pun-
to de replicacidn, hemos de suponer la necesidad de la continuidad fisica de
las cadenas Simples de DNA que se estdn replicando. Es decir, que la pre-
sencia de roturas simples o de huecos en cualquiera de las cadenas del DNA -
podria conducir a una replicacidn abortiva y en definitiva a la produccidn -
de un suceso que podria ser letal. Por tanto, los requerimientos estructura-
les exigidos por la replicacidn obligan necesariamente o a la reparacidn
por escisidn resintesis de las lesiomes U.V. incluida la recuperacién de la
continuidad covalente de las cadenas antes del punto de replicacidn & no co-
menzar a excindir dimeros proximamente al punto de replicacidn. En este G{lti
mo caso en la replicacidn se forman huecos en lasnuevas cadenas frente a los
dimeros de pirimidina de las cadenas originales y se reparan despuds en un -
proceso de reparacidn postreplicativoe. (Rup and Howard - Flanders, 1968). Si
esto fuese asi, seria 13gico esperar que la eficiencia de la reparacidn del
mecanismo de escisidn-resintesis aumentase si retrasamos la replicacidn del
DNA y descendiese la eficiencia del mecanismo de reparacidn postreplicativo
ya que requiere la replicacidn previa del DNA. Osea, en general, cualquier =~
tratamiento que afecte o retrase la sintesis de DNA debera afectar a la coor,
dinacidn entre ambos mecanismos de reparacidn. Estas predicciones se han com

probado positivamente mediante experimentos gen&ticos (Radman et al. 1970, -
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Radman and Herrera, 1970).

Se ha podido medir en E.coli cémo la presencia de Gnicamente dos
dimeros por genoma son suficientes para producir un efecto letal con c&lu
las que no poseen ninguno de los dos tipos de mecanismos de reparacidm. Y
que son necesarios del urden de 20 a 50 dimeros por genoma para producir
efectos letales cuando opera Unicamente la escisidn o la reparacidn depen
diente del gen recA respectivamente, Pero son necesarios mids de 3,000 di-
meros para matar células que poseen ambos mecanismos de reparacidn funcio
nales. (Howard-Flanders et al, 1968). Osea, que la mayor eficiencia, cuan
do existen coordinadamente ambos mecanismos, no es simplemente la mera adi
cién de los efectos considerados independientes., Las interpretaciones ted
ricas de los datos experimentales (Formili et al., 1971) sugiere que &sta

cooperatividad surge de la coordinacidn con la replicacidn del DNA.

I.5.- Los procesos de reparacidn como mecanismos de variacidn de la informa-

- - - kg - R s - - - - - -
cidn genética. Coordinacidn entre la reparacidn recombinacidén y replicacidn.

Teoria del "S.0.S. repair"”

Los procesos de variabilidad de la informacidn gen&tica son todos -
aquellos que en definitiva conducen a la produccidn de mutaciones. Es en es
te sentido en el que vamos a tratar de estudiar ahora a los mecanismos de -

reparacidn.

Como ya hemos visto, la radiacidn U.V. fue probablemente el factor
ambiental m3s importante en la induccidn de variaciones en las cadenas poli
nucledtidicas, antes de que fuera eliminado en gran medida, por la capa de
ozono. AlUn asi la luz U.V. ha continuado siendo un factor importante en la
produccidn de variaciones como lo demuestra el hecho de la amplia distribg
cidn de los mecanismos de reparacidn y la diversidad de sus mecanismos de

accidén en todos los organismos vivos.

A lo largo de los Gltimos 15 afios, ha sido posible con el desarrollo
de la Biologia y Genética moleculares, identificar los diferentes mecanismos
que pueden estar implicados en los procesos de mutagénesis espontinea, ya -
que se cuenta con numerosas evidencias de que la replicacidn de DNA, al menos
en bacterias y fagos, es un elemento decisivo en la determinacidn de la tasa
de mutacidn espontanea. Por otra parte podemos afirmar que al menos en E,coli
la mutagénesis inducida, depende de la funcidn del gen recA. Pero esto no -

quiere decir necesariamente que las mutaciones dependan de la recombinacidn
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genética. Ya hemos indicado como Rup et al. (1971) han demostrado que -
tras la irradiacidn U.V. se producen frecuentemente cambios entre las -
cadenas que se estan sintetizando, pero que ello no implicaba que la re
combinacidn genética fuese el principal mecanismo de la reparacidn de -
los huecos de las cadenas del DNA., sino que el gen recA estaba implica
do en dos mecanismos de reparacidn: el primero se trata de un proceso de
llenado de huecos, mientras que el segundo es un mecanismo de reparacidn

por recombinacidn de las cromatidas que se han sintetizado.

Lo que es importante subrayar es que en las células lesionadas -
genéticamente, los mecanismos de supervivencia, es decir, de mutagénesis,
reparacidn, recombinacidn y replicacidn son inseparables. Una cé&lula con
suficientes lesiones potencialmente letales (inducidas por radiacicnes o
por tratamientos quimicos) puede o no sobrevivir., Sobreviviendo puede o -
no, ademds, haber introducido cambios en el contenido de su informacidn -
genética. El resultado final depende pues, tanto de la naturaleza y grado
de las lesiones en su DNA como de los mecanismos de reparacidn de que dis
ponga y también en cierta medida de las condiciones ambientales en que se
encuentra, ya que pueden condicionar la eficacia de estos mecanismos asi

; .. . . .
como su coordinacidn con la replicacidnm.

Vamos a intentar, a continuacidn, dar una visidn global acerca de
las conclusiones actuales sobre la mutagénesis reparacidn y replicacidn -
de acuerdo con las hipdtesis ultimamente expuestas, en el marco de la teo
ria del "S.0.S. repair" (Radman, 1975; Witkin, 1975; Dondney, 1975; Devoret
et al. 1975).

Supongamos al DNA danado, como un disparador de senales que inducen
coordinadamente un conjunto de funciones encaminadas a lograr la superviven
cia de la c&lula dafiada. Algunas de estas funciones son extraordinariamente
eficaces y de muy baja probabilidad de error, otras pueden inducir errores,
aunque con baja frecuencia, al tratar de eliminar las lesiones y por Gltimo
algunas, las menos, estan sujetas a una gran probabilidad de error. Ver Fig,

I.l.

Supongamos un dimero de pirimidina producido por radiaciones U.V,
en una cé&lula de E.coli. Si esta c@lula posee enzima fotorreactivante (es
decir, es una estirpe salvaje) y se encuentra en presencia de luz de la lon
gitud de onda apropiada reparari esa lesidn eficazmente y con muy baja proba
bilidad de error. Por tanto sin la produccidn de ninguna mutacidn. La sefial

"S O S" permanecerd sin embargo si la c&lula no estid en presencia de luz, -
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Entonces si como deciamos estamos hablando del caso de una estirpe salvaje,
es decir, u.v.r? (1), el mecanismo de escisidn liberar3 al DNA rdpidamente
de sus lesiones, aunque si existen algunas prdximas al punto de replicacidn
&stas se libraran de la escisidn. Algunos dimeros, por tanto, pueden pasar sin
ser escindidos al menos por una replicacidn. Naturalmente que en estirpes ce
lulares u.v.r.,(l) deficientes en escisidn, ninguno de los dimeros produci-
dos en el DNA serd escindido y por tanto todos ellos pasaran el punto de re
plicacidn. Pero volvamos de nuevo a la favorable situacidn de la escisién -
total de los dimeros. En las estirpes salvajes los pequefios huecos produci-
dos en la escisidn se reparan eficazmente, en el mecanismo de escisidn-resin
tesis, por la accidn de la DNA-Polimerasa I altamente especifica que no pro
duce errores en la replicacidn de estos huecos tomando como molde la informa
cidn contenida en la cadena opuesta. El panorama se completa felizmente con
el concursc de la DNA-Ligasa. Todo esto sucede tambi&n en las estirpes recA
y en las lex (1). (Algunas evidencias sugieren la posibilidad de que estos
huecos sean a veces reparados mediante un mecanismo de reparacidn por esci-
sidn con ciertas probabilidades de error y que dependa del fenotipo recA+
lex+(l). Sin embargo, hay que aclarar que la frecuencia de mutacidén induci-
da por estos huecos és muy baja). En concreto podemos decir que en ambos -
casos, estirpes salvajes y recA lex, la reparacidn por escisidn-resintesis
es altamente eficaz y que utiliza el concurso de la DNA-Polimerasa I. - -

(Kanner and Hanawalt, 1970; Bovle et al. 1970; Cooper and Hanawalt, 1972).

Supongamos ahora que algunos dimeros han llegado al punto de repli
cacién, bien porque han escapado de la escisidn en las estirpes u.v.r.+ 5 -
porque estamos en presencia de una estirpe u.v.r. . Durante la replicacidn
de las cadenas se forman enormes huecos en frente de los dimeros, que nece-
sitan ser reparados a continuacidn para lograr la supervivencia de la cé&lu-
la. Existe también la posibilidad de que algunos dimeros no sean reconocidos
durante la replicacidn, en estos casos la replicacifin continlia progresando -
pero se produciran irremediablemente errores, pues la DNA-Polimerasa corres
pondiente no sabe con seguridad qué tiene que copiar ante la presencia de -
los dimeros como moldes. Esta replicacidn tras un dimero de pirimidina suce

- - + + - -
de en células con genotipo recA lex ya que como hemos visto las mutaciones

inducidas por la luz U.V. no aparecen en las estirpes recA o lex (Witkin, 1969).

No estd claro, sin embargo, que esta replicacidn semiconservativa -
con probabilidad de error alta, que puede suceder cuando un dimero ha logra

do pasar el punto de replicacidn, pueda ser efectuada por cualquiera de las

(1) Ver apéndice I
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tres DNA-Polimerasas conocidas en E.coli, al menos en sus formas constituti
vas sin modificar (ya que las células recA y lex (l) no son diferentes en -
ninguna de estas actividades). Por tanto este tipo de actividad polimerizan
te, capaz de actuar en presencia de dimeros, podria depender de una polime-
rasa inducible y que se sintetizase en respuesta a la interrupcidn de la re
plicacidén, o también, simplemente tras la modificacidn de alguna de las tres
polimerasas conocidas mediante un factor, este sI inducible, que en defini-
tiva relajase los estrictos requerimientos de molde de estas polimerasas. -
(Esta hipdtesis estd dentro del marco general de la teoria que estamos espo

niendo como veremos al final de la discusidn).

-Ya que el nimero aproximado de huecos producidos en las cadenas -
hijas es aproximadamente igual al nimero de dimeros en la cadena molde, -
(Rupp and Howard-Flanders, 1968) sdlo una pequedia fraccidn de ellos produ-
cird este anomalo tipo de replicacifn, que sin embargo da una probabilidad
de error del 100%. Es decir, que siempre que se de este proceso se produ-—

cirdn mutaciomes.

Volvamos de nuevo a los huecos formados en las nuevas cadenas por
esa mayor parte de los dimeros de pirimidina no escindidos tanto proceden
tes de las estirpes u.v.r.+ como de las u.v.r. . Dos tipos' de reparacidén -
postreplicativa pueden operar a continuacidn: Sintesis postreplicativa de

los huecos y reparacidn postreplicativa por recombinacidn.

Las estirpes recA son inéapaces de realizar ninguna de ambas fun-
ciones, pues el producto del gen recA estd implicado en ambas. (Smith and
Meum, 1970). Por tanto, en estas estirpes se acaba la posibilidad de repa-
racidn aqui, ya sean u.v.r.t 3 u.v.r. . Sin embargo, en las estirpes lex -
que tampoco son capaces de realizar la sintesis reparadora postreplicativa,
si son capaces de realizar la reparacidn por recombinacidn postreplicativa.
(Young and Smith, 1973) con tal eficacia que llegan a ser tan resistentes
como las estirpes u.v.r.+. Se trata por tanto, de un mecanismo de repara-
cién por recombinacidn postreplicativo libre de error, que puede darse -

. . . - + +
también cuando las dosis son muy bajas en estirpes recA lex ,

En general, sin embargo, sabemos que la reparacidn postreplicativa
por cualquiera de los dos métodos en las estirpes recA+ lex+ produce muta
ciones. Es decir, que son vias de reparacidn con posibilidad de error que
actlan conjuntamente o competitivamente con la reparacidn por recombinacidn

postreplicativa llevada a cabo por las estirpes lex.
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La reparacidn postreplicativa de los huecos producidos enfrente de
los dimeros de pirimidina, pueden realizarse mediante el mecanismo de sinte
sis merced a la presencia de una DNA-Polimerasa sin un requerimiento estric
to de molde, y que naturalmente produciri errores en el llenado de los hue-
cos. Por otra parte, la recombinacidn reparadora de estos huecos puede ser
algo mas eficaz (de hecho estd libre de error en las estirpes lex y en las
mismas recA+ lex+ a bajas dosis) pero siempre inducira a algin error. En -
realidad la distincidn entre ambos tipos de vias reparadoras desaparece si
pensamos que la sintesis reparadora se lleva a cabo en conjuncidn con la re
combinacidn.

En definitiva las cuatro posibilidades de producir mutaciones por
errores en la reparacidn, es decir posibilidad de error, aunque con poca -
frecuencia, en la reparacidn de los huecos producidos en la escisidn de los
dimeros en las estirpes u.v.r.+. Reparacidn postreplicativa de los huecos -
opuestos a los dimeros de pirimidina via sintesis reparadora (alta probabi-
lidad de error) o via recombinacidn reparadora (alta probabilidad de error
en recA+ lex+, libre de error en lex) y por Ultimo reparacidn por replica-
cidn semiconservativa tras el paso de un dimero no escindido (alta probabi-
lidad de error) estin identificando una Gnica funcidn responsable del exito
total de la reparacidn; se trata de una actividad polimerdsica sin los es-
trictos requerimientos de molde de las polimerasas normales de E.coli (DNA-
Polimerasa I, II, III).

Tal actividad postulada es capaz de copiar la cadena de DNA molde
aunque tenga dimeros, pero induciendo siempre la presencia de bases errdneas
enfrente de los dimeros y quizas alrededor de ellos o en otras zonas del frag
mento reparado, Esta actividad polimerdsica seria pues la respuesta al mante
nimiento de la sefial de "S.0.S" del DNA lesionado e iria a inducir alli don-
de los mecanismos primariosde reparacidn mis eficaces (reparacidn por esci-
sidn-resintesis prerreplicativa) no hubiesen logrado un exito total. La induc
cidén de esta enzima estd condicionada como hemos visto, por diversos factores
genéticos pero es requiriente siempre el genotipo recA+ lex+ y responsable -~

siempre de la mutagénesis producida por la radiacidn H.V.

La ausencia de evidencias bioquimicas de la existencia de tal DNA-
polimerasa con probabilidades de error en extractos de E.coli puede ser debi
da a su naturaleza inducible y sdlo podria ser encontrada, por tanto, en ex-
tractos de c&lulas que han sido lesionadas previamente comn radiaciones U.V.

y a las que les ha sido permitido después la sintesis de proteinas.
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L.6.— E1 problema del aumento de la informacidn genética y la radiosensibi-

lidad. Importancia de los mecanismos de reparacidn.

Los estudios de radiosensibilidad en diferentes organismos de la es
cala evolutiva, han venido siempre a poner en evidencia la transcendental -
importancia que los mecanismos de reparacidn de radiolesiones han tenido an
tre la vulnerabilidad que representa el almacenamiento e incremento de la -

informacidn genética.

Hasta qué punto son importantes estos mecanismos, que desde los pri
meros intentos de correlacidn entre radiosensibilidad y tamafo del blanco -
critico (contenido en DNA) (Lea 1946; Epstein 1953; Puk 1959; Terzi 1961l y
1965), fue necesario subdividir en diversas clases radiosensibles indepen-
dientes a los diferentes organismos, quedando agrupados segin niveles es- -
tructurales. (Kaplan and Mosses, 1964; Sparrow et al. 1963 y 1967; Kaufman
and Miller, 1970). Y he aqui que aunque dentro de cada clase radiosemnsible
los individuos con m3s DNA, son mids radiosensibles, entre las diferentes -
clases se observa un menor blanco critico para clases cuyo contenido en DNA
es mayor. Todo ello viene a indicar que la presencia de niveles estructura-
les m3s altos evolutivamente y por tanto, mayor nimero de diferentes mecanis
mos de reparacidn actuando coordinadamente, aportan a la c&lula capacidades
de resistencia muy superiores a las que le corresponde segin su contenido -

en DNA.

Quizds la evidencia experimental mds fuerte de la tremenda dependen
cia de la radiosensibilidad con los mecanismos de reparacidn sea el que cual
quiera de estas correlaciones, asi como las obtenidas con organismos de di-
ferente composicidn en GC dentro de una misma clase radiosensible y tanto -
frente a radiaciones gamma como U.V. (Haynes, 1962; Kaplan and Zabarine, -
1962; Phil and Sauner, 1966; Underbrink and Sparrow, 1968; S3ez and Davila
1974) no se cumplen para individuos mutantes en cualquiera de los genes es-
tructurales de los mecanismos de reparacidn. De hecho, mutantes de este tipo
de una misma especie con un mismo % GC, poseen una radiosensibilidad varios
ordenes de magnitud superior a la de las estirpes salvajes. (Haynes, 1964;

Moseley and Schein, 1964).

Por supuesto que las diferencias estructurales y de niveles de orga
nizacidén han influido tambidn en la mayor radiorresistencia de clases con -

mayor volimen de blanco critico, pero no olvidemos que algunos niveles de -
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organizacidn lo que vienen a aportar de hecho son situaciones en las que
se aumenta la eficacia de los mecanismos de reparacidn. Asi, la aparicidn
de los procesos de parasexualidad en bacterias, asi como la aparicidn de
la sexualidad y de la fase diploide en organismos superiores vino a poten
ciar los procesos de reparacidn por recombinacidn genética y segregacidn
de mutaciones, ademés'de que tanto la aparicidn de c&lulas diploides como
la aparicidn de genomas eucarioticos subdivididos en diferentes cromosomas,
la aparicidn de la membrana nuclear y la redundancia gen&tica, ha venido
a contribuir positivamente con su capacidad tampdn frente a la agresidn -
de las radiaciones, y la posibilidad de la actuacidn simultdnea de varios
puntos de replicacidn, a una mejor coordinacidn de los mecanismos de repa

racidn con los de replicacién y transcripcidn del DNA.

En efecto, la existencia de los complejos entre el DNA y las his-
tonas y otras proteinas en los cromosomas de los organismos eucarioticos,
constituyen de por sI una proteccidn eficaz contra el ataque de las radia
ciones, bien directamente, o indirectamente al estabilizar al DNA, De ma-
nera que no es aventurado pensar en la posibilidad de que la probabilidad
de roturas dobles en el DNA y por tanto de discontinuidad total en el men
saje gené&tico en funcidn de la densidad de roturas simples (producidas di
rectamente por efecto del ataque de los radicales libres radioinducidos &
las formadas como consecuencia de la actuacidn de las enzimas de repara-
cidén por escisidn-resintesis, o de los huecos formados para la posterior

reparacidn postreplicativa) sea menor que en el caso del genoma de c&lulas

procarioticas que carecen de esa estructura cromosomica.

De cualquier manera y en orden a estimar los efectos de la organi
zacidn del material gend@tico en la resistencia celular a las radiolesiones
en el DNA, se debera comparar por ejemplo, la situacidn de cé&lulas de E.co
1i y de levaduras, ambas totalmente deficientes en cualquiera de los sis-
temas de reparacidén. Si a pesar de que las células de levadura tienen cua
tro veces mas genoma que las de E.coli, continllan siendo mads radiorresis-
tentes a las radiaciones U.V., hemos de suponer que el DNA "silencioso" -
(no funcional) ha contribuido a la resistencia. Si estos mutantes de leva
duras fuesen mds radiosensibles que los de E.coli, entonces habria que in
clinarse a pensar que la mayor eficiencia de la reparacidn en las estir-
pes salvajes de las levaduras es debida a una mejor coordinacidn entre -
los mecanismos pre y postreplicativos con la replicacidn cuando existen -

estructuras cromosomicas (Radman et al. 1970).
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I.7.- Efectos de las radiacionmes U.V. en los &cidos Nuclé&icos.

La organizacidn y jerarquizacidn estructural y funcional de los -
seres vivos, ha desvelado la paradoja del grado de amplificacidén causa- -
efecto que se alcanza por la absorcidn de discretas cantidades de energia.
Si el DNA se presenta asi como blanco critico de la accidn inespecifica -
de las radiaciones ionizantes, mucho mds lo es cuando consideramos a las -
radiaciones U.V., pues estas son absorbidas preferentemente por los Acidos
nucl@icos. Las proteinas, biomoléculas que les siguen en coeficientes de -
absorcidn molar, ni dan lugar ellas mismas a fotoproductos con alto rendi-
miento cu3ntico ni ocupan un papel transcendental en el funcionamiento de
la c8lula, Existe sin embargo una situacidn intermedia, en la que cobran -
especial importancia, y es el caso de las reacciones fotoquimicas entre -
dcidos nucl@icos y proteinas que conducen a fotoproductos de adicidn entre
ambas macromoléculas y que en numerosas ocasiones producen letalidad en los

seres vivos.

A pesar de que existen cuatro tipos de evidencias experimentales -
de la accidn bioldgica de las radiaciones U.V. como son: el que la mutage-
neicidad molecular al U.V. presente un espectro de accidn congruente con -
el espectro de absorcidén U.V. de los icidos nucl@icos; el que la radiosen-
sibilidad celular al U.V., depende de su contenido en DNA y de su composicidn
en bases; el que la replicacidn del DNA sea extremadamente sensible a las -
radiaciones U.V.; y por Gltimo, el que se produce una tremenda exaltacidn -
de la radiosensibilidad celular al U.V. por incorporacidn de ciertos andlo
gos de bases en el DNA, la demostracidén de la transcendencia de los fotopro
ductos de los &cidos Nucléicos en estos procesos no fue fdcil. Fundamental
mente porque la tremenda amplificacidn de la relacidn causa-efecto hace que
concentraciones del orden de 10-8 M de fotoproducto produzcan ya la muerte
de un 90% de las células irradiadas. Si a esto unimos las diferencias exis
tentes entre la fotoquimica de las bases aisladas y de las bases formando
parte de los 4cidos nucl@icos, e incluso de las dependencias conformaciona
les de la fotoquimica de los dcidos nucl@icos, se comprende que se haya -
tenido que trabajar en sistemas modelos "in vitro" a dosis mucho m3s altas
que las de significacidn bioldgica, a pesar de los problemas que se presen

tan siempre despu@s al intentar extrapolar a condiciones "in vivo".

Ademds se ha recurrido al marcage isotdpico para aumentar los nive
les de sensibilidad y al estudio de los estados excitados de los grupos cro

moforos individualmente,
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Por lo tanto en este apartado, y para la comprensidn del tema de
trabajo que estamos desarrollando, estudiaremos la fotoquimica de los aci
dos nucléicos, dada su transcendencia y las reacciones fotoquimicas entre
dcidos nucléicos y proteinas, pero siempre haciendo hincapié& en los foto-
productos formados en su rendimiento y en su significacidn bioldgica, mis
que en los mecanismos por los que tiene lugar su formacidn. No sin antes,
sin embargo, realizar algunas consideraciones mecanisticas que nos permi-
tan simplificar primero la fotoquimica de los &dcidos nucl@icos y después
la de las pirimidinas. La bibliografia al respecto es exhaustiva por lo -
que en este apartado se han omitido las citas, a excepcidn de las afirma-
ciones que no estdn contenidas en las revisiones que se han utilizado para
la elaboracidn de este apartado y que son las siguientes: Smith, K.C. and
Hanawalt, P.C. (1969), Setlow, R.B. (1968), Setlow, R.B. and Setlow J.K.
(1972) y Fisher C.J. and Johns, H.E. (1976),

Principios simplificadores en la fotoquimica de los Acidos nucl&icos

El conocimiento al que se ha llegado acerca de los estados excita
dos de los grupos cromdforos de los dcidos nucléicos y de los mecanismos -
de transferencia de la energia de escitacidn electrdnica conducen ya a una

serie de simplificaciones en la fotoquimica de los dcidos nucléicos:

1° Las transiciones electrdnicas en los grupos crombforos de los -
dcidos nucl@icos en la zona del ultravioleta préximo, se corresponden con
.. - . x .k -
transiciones piL —> pl y n -—> pi de las bases plricas y pirimidinicas.

2° La absorcidn de un fotdn de frecuencia proxima a la del grupo -

=15 a 10-12

cromGforo se da en 10 segundos.,

3° La desexcitacidn puede ocurrir después fundamentalmente por uno
de estos tres procesos: A) Desexcitacidn al estado fundamental por reemi-
sidn de un fotdn de menor energia que la inicialmente absorbida. B) Trans
ferencia de la energla de excitacidn electrdnica a otra mol@cula del entor
no que actia de extintor. C) Formacidn de una nueva entidad quimica o fo-

toproducto con otra molécula no excitada del entorno.

En las dos primeras vias se recupera el estado fundamental, no asi
en la tercera. Los estudios de fluorescencia del DNA demuestran que la des
excitacidn con emisidn de fluorescencia sdlo se producen en las pirimidi-

nas y no desde las purinas. Ademids la emisidn de fosforescencia sdlo se -
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produce desde la timina. En efecto sdlo se puede observar fosforescencia

- desde las purinas si se les hidroliza previamente del DNA. Numerosas evi

dencias experimentales demuestran que las purinas en los acidos nucléicos
se desexcitan segiin la segunda via, es decir, transfiriendo la energia -
de excitacidn electrdnica a las pirimidinas. Esta migracidn de excitacidn

electrdnica est3d comprobado que llega hasta de 5 a 10 bases consecutivas.

En cuanto a la Gltima via, la formacidn de fotoproducto con otra
molécula, de nuevo se simplifica mucho la fotoquimica de los dcidos nuclé&i
cos pues las purinas, ni libres ni formando parte del DNA producen foto-
productos estables, formandolos sin embargo y con gran rendimiento cuinti

co las pirimidinas.

De todo esto se desprende evidentemente que seran los fotoproduc-
tos de las pirimidinas los que justifiquen la accidn bioldgica de las radia

ciones U.V.

Reacciones fotoquimicas de las pirimidinas. Nuevas simplificacio -

nes.

Los fotoproductos se forman por reaccidn de la mol&cula en estado
excitado con otra de su entorno en estado fundamental. La reaccidn depende
por tanto de la concentracidn de las otras moléculas y del tiempo de vida

medio del estado excitado.
Las pirimidinas presentan tres tipos de estados excitados:

- . - - . -, - c* i3 -
1° Excitacién por transicidn pi --- pi . Con un tiempo de vida me-
- - - "'6 3 s -
dio del estado excitado singlete menor que 10 segundos. La desexcitacidn
desde este estado excitado puede ocurrir por cualquiera de los mecanismos

de desexcitacidnm.

w

- - - - . c* - . .
2° Excitacidn por transicidn n -—> pi . Con un tiempo de vida medio

del estado singlete inferior a del Srden de 10-4 a lO-S segundos.

3° Excitacidn a estado triplete. Poco probable en principio por la
necesidad de inversidn del espin. Pero la distribucidn real de los orbita
les moleculares de las pirimidinas es tal que sus estados excitados single
te y triplete no son demasiado diferentes en energia y presentan una buena
coincidencia en los niveles vibracionales, por lo que la inversidn de spin

produce con gran probabilidad un cruce entre sistemas singlete y triplete.
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La desexcitacidn desde el estado triplete es ahora mucho mds lenta. Preci
samente por su marcada asimetria, cuando la transicidn se realiza por tran

- -* 3 3 - -
sicidn n --— pi se produce con cierta probabilidad el acceso a triplete.

Si bien el estado singlete de menor energia de las pirimidinas se
alcanza por la transicidén pi --5 pi* del doble enlace de los carbonos cin-
co y seis, el triplete de menor energia de las pirimidinas se consigue mas
ficilmente en la timina. En efecto existen moléculas orginicas que por su
especial estructura molecular presentan alto rendimiento cudntico en el -
cruce entre sistemas y algunas de ellas, como la acetofenona, presentan -
un estado triplete ligeramente superior en energia al de las pirimidinas,
en concreto al de la timina por lo que pueden actuar de sensibilizadores,
al absorber luz de frecuencia fuera de la banda de absorcidn de los acidos
nucl@icos y transferir la energia de excitacidn electrdnica desde un esta

do triplete al de la timina.

En definitiva pues la fotoquimica de los acidos nucléicos queda -
reducida a la fotoquimica del estado excitado singlete mds bajo de las pi
rimidinas, el de la transicidn pi --3 pi* del doble enlace de los carbonos
cinco y seis y del estado excitado triplete de la timina a donde convergen

diversos mecanismos de excitacidn.

I.7.1.- Efectos directos en la ribosa desoxirribosa y purinas

Los carbohidratos representan el 41% en peso de los dcidos nucléi
cos. De hecho este porcentaje les hace importantes a la hora de considerar
los efectos de las radiaciones ionizantes, es decir, de un ataque inespeci
fico. Sin embargo son transparentes a las radiaciones U.V., por encima de -
230 nm por lo que resultan intranscendentes a la hora de considerar los -
efectos fotoquimicos primarios de la radiacidn U.V. sobre los &dcidos nucl@i

cos. (Ver efectos indirectos)

El rendimiento cuantico del ataque fotoquimico en la guanina & ade
nina es del orden de 10 veces menor que en las pirimidinas. Incluso la ab-
sorcidn U.V. por las purinas no produce cambio fotoquimico en el anillo -
con gran eficiencia, asi en los acidos nucl@icos parte de la energia absor
bida por las purinas se transfiere a las pirimidinas & al esqueleto aziicar

fosfato.
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I1.7.2,- Efectos directos en las pirimidinas.

Productos de hidratacidén de las pirimidinas

En 1954 Sinsheiner descubrid e identificd la primera reaccidn
fotoquimica, la hidratacidn del uracilo. Cuando se irradian soluciones de =
uracilo o citosina o sus derivados con luz U,V, pierden su banda de absor-
cidn U.V., hecho que se revierte por calentamiento con alcali o dcido. (Ver
Fig.-I-2).

Se ha postulado que tanto la pérdida de absorcidn como su reversidn
es debido a la hidratacidn del doble enlace entre los carbomos 5 y 6. A pe-
sar de que todos los isOmeros del hidrato de la timina se han podido prepa-
rar quimicamente y de que son productos estables, no se ha logrado demostrar

la existencia del hidrato de la timina cuando se la irradia con luz U.,V.

Productos de hidratacidn de los acidos nucleicos

Cuando se irradian soluciones de DNA no se observa la desaparicidn
de ninguna banda de absorcidn reversible por calor. Esto mismo se aprecia -
cuando lo que se irradia son &cidos bicatenarios sint&ticos como poli dC:dI
o poli rC: rI, Sin embargo, si se encuentran evidencias de la formacidn de
hidratos en Zcidos nucleicos monocatenarios sintéticos y en RNAs bicateria-
nos. En este Gltimo caso, la pirimidina hidratada pierde su capacidad para

producir puentes de hidrdgeno,

La formacidn de hidratos conduce en {ltimo extremo a efectos leta-

les o mutagénicos en los seres vivos:

Asi los hidratos pueden ser letales en sistemas cuyo material gené
tico sea monocatenario, caso del RNA del virus del mosaico del tabaco. En el
bacteriofago R7- RNA se ha podido medir que por cada acontecimiento letal se
produce una molécula de hidrato al irradiar com luz U.V. a 280 nm. la forma

- N P
cidn de dimeros de U U es practicamente nula

En sistemas cuyo material genético es DNA bicatenario, durante la re
plicacidn y posiblemente durante la transcripcidn del DNA existen cortas re-
‘giones de cadena simple en donde la formacidn de hidratos puede ser posible

e importante produciendo o no mutaciones letales,

Los cambios de citosina a su hidrato o de Uracilo a su hidrato codi

fican como si fueran timina o citosina respectivamente:
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C —— c* que codifica como si fuera T
Jg—m U* que codifica como si fuera C

Asi cuando se irradia Adcido policitidilico y se intenta "in vitro"
la formacidn de su mRNA con RNA - Polimerasa se produce acido riboguanilico
pero con aleninas en aumento. Este incremento en la incorporacidn de adeni-
nas disminuye y desaparece si tras la irradiacidn se calienta o trata con -

alcali el dcido policitidilico.

De la misma forma cuando se utiliza "in vitro'" poli - U como mRNA
se sintetiza polifenilalanina pero tras la irradiacidn con luz U.V. de este
mRNA se produce el cambio de triplete U U U en U U U* en alguna proporcidn
que codifica como si fuese U U C, es decir, serina y aparecen serinas en -
aumento y fenilalanina en disminucidn en la cadena de proteina que se esta

sintetizando,

Productos de dimerizacidn de las pirimidinas.

La timina en solucidn pierde su caracteristica banda de absorcidn
a 253 nm 10 veces menos que lo hace el uUracilo cuando se les irradia con
luz U.V.. Esta aparente insensibilidad desaparece cuando la irradiacidn se
hace sobre timina congelada. En estas condiciones la timina es muy fotosen
sible perdiendo su caracteristica banda de absorcidn (@ = 0,2) pero no de-
bido a la hidratacidn del doble enlace C5 —— C6 ya que la fotorreaccidn
no es reversible por calor o alcali. Sin embargo sf se revierte en su mayor

parte por irradiacidn con luz U,V. de longitud de onda m3s baja. (240 nm).

Una nueva reaccidn ocurre en este caso en la que est3d implicada la
aparicidn de un diImero mediante la formacidn de un anillo ciclobutano a par

tir de los dobles enlaces C5 ——— de ambas timinas. Son posibles cuatro

C
6
isomeros de este tipo de dimero. (Ver Fig,-I1-2).
El papel del estado sdlido en el aumento del rendimiento cudntico
de la reaccidn no estd muy claro, aunque se ha supuesto que las moléculas -
de timina no estdn distribuidas uniformemente en la solucidn congelada, sino

que al congelar quedan rodeadas de moléculas de agua fuertemente orientadas

quedando atrapadas en situacidn favorable para la dimerizacidm.

Asi por varias té&cnicas que incluyen la autorradiografia se ha po-
dido comprobar cdmo al congelar las moléculas de timina se relnen formando

grupos cuyas caracteristicas dependen de las condiciones de experimentacidn.
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En estos grupos estaria favorecida la formacidn de dimeros al estar algunas

posicionadas lo suficientemente cerca para que ambos enlaces puedan interac

cionar al absorber energia de la luz U.V.

Todas las bases pirimidinicas pueden al ser irradiadas en solucio-
nes congeladas, dar lugar a fotodimeros, pero la maxima eficiencia de dimeri
zacidn por fotdn y por par de nucleotidos se obtiene con el dimero de timina
fAT. El dimero de citosina C/E tiende a desaminarse formando el dimero de -
uracilo ﬁAﬁ lo mismo que el de citosina - timina C/} para formar el de uraci
lo - timina, Por supﬁesto que también se pueden formar directamente dimeros
de ﬁfh 6 de f(E 8 de ﬁ/}, Por tanto son 6 los tipos de dimeros de pirimidina
que se pueden formar en experiencias de irradiacidn de soluciones congeladas
de pirimidinas o mezclas de ellas a pesar incluso de la competencia de la -

formacidn de hidratos en el caso del uracilo o de la citosina.

Productos de dimerizacidn de los adcidos nucleicos.

El posicionado interbases exigido para la dimerizacidn in vitro de
soluciones de pirimidina se di de modo natural en las cadenas de los &cidos
nucleicos. De hecho la fotodimerizacidn de las pirimidinas ocurre in vivo en
los dcidos nucleicos de sistemas celulares, subcelulares y virdsicos al irra

diar con luz U.V,

En las cadenas dobles de los dcidos nucleicos, en el DNA himedo -~
(forma. B) en general, los dimeros se forman entre bases adyacentes de la -
misma cadena. En la forma B o forma hmeda las bases en el DNA estadn apila-
das unas sobre otras paralelamente y perpendicularmente al eje de la hélice.
Sin embargo, cada base estd rotada ligeramente (36°) sobre la siguiente. La
dimerizacidn causa una deformacidn local al hacer coincidir perfectamente =
los planos de ambas bases vértice a vértice, lo que se traduce en la desapa
ricidn de los enlaces de hidrdgeno correspondientes a las bases implicadas

y sus complementarias,

La reaccidn de dimerizacidn en los acidos nucleicos es también re-
versible por irradiacidn con luz U.V,, llegandose a un equilibrio entre la

formacidén de diImeros y su monomerizacidn:

cl
Pi-Pi PiPi
" C2
Las constantes de velocidad Cl y C2 dependen de la pirimidina de -

que sé trate, y de la longitud de onda a la que se irradie, pero en el valor



45

final del equilibrio influyen ademds la absorcidn molar de las bases impli
cadas y del dimero. Asi aunque en el caso de la timina y a 254 nm Cl1=0,01

y C2=0,5 como la timina absorbe 400 veces m3s que el dimero, en el equili-
brio la proporcidn f%/T=8. En general y para cualquiera de las bases piri-
midinicas la dimerizacidn alcanza un midximo rendimiento a 280 nm y la mono
merizacidn estid mds favorecida a 240 nm. Asi nunca se puede obtener un 100%
de los dimeros posibles cuando se irradia DNA en la forma B a no ser en pre

sencia de fotosensibilizadores. (Ver mis adelante).

La forma A de DNA o DNA seco se di en la naturaleza en las esporas.
En esta configuracidn, los planos de las bases, aunque siguen siendo parale
los estdn rotados de forma que tienen entre ellos un &ngulo de 70° con res
pecto al eje de la h@lice. En esta configuracidn y tras fuertes irradiacio
nes de las esporas se pueden conseguir hasta del orden de un 30% de las ti
minas en forma de dimeros, que sin embargo no se revierten a la forma mono
mero por posterior irradiacidn con luz U.V, de longitud de onda corta - -
(240 nm). E1 rendimiento de dimeros en estas circunstancias se puede acer-
car mucho mds al 100% de los posibles. Este especial tipo de dimeros (SP) se
ha obtenido también por irradiacidn de soluciones congeladas a altas dosis.
(Ver Fig-I-2).

La dimerizacidn también puede ocurrir entre cadenas diferentes; -
este tipo de dimerizacidn no ha sido observado en DNA humedo (B) y sdlo en
DNA seco (A) o tras irradiacidn exhaustiva de esperma de salmdn. La forma-
cidn de dimeros intercadenas esti tambidn favorecida en DNA desnaturado o
parcialmente desnaturado, dependiendo su rendimiento del contenido en AT,
Se ha propuesto una conformacidn para este tipo de dimeros. (Ver Fig-I-2,)
que es extremadamente sensible al Zcido, monomerizandose. Quiz3 esta sea -
la razdn por la que no se han detectado en DNA irradiado pues normalmente

se utiliza una hidrélisis 4cida para su andlisis.

Adem3s de la dimerizacidn, la asociacidén de la timina y de la cito
sina puede ocurrir por otra via: por apertura del doble enlace 5 --- 6 de
la timina y formacidn de un puente entre el carbono 6 de la timina y la po
sicidn 4 de la citosina cuando son adyacentes en la misma cadena. La cito-
sina pierde entonces su grupo amino formando, por tanto, un enlace T - U.

(Ver Fig-I-2 PO-T)

Este compuesto absorbe a 313 nm lo que explica por qué el DNA -
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irradiado muestra un aumento de absorcidn en esta zona del espectro. Este -
compuesto puede ser relativamente abundante. Asi en Microccocus radiodurans

representa el 18% de los productos acido soluble de la timina.

Para que esta reaccidn se produzca ambas bases deben estar una cer
ca de la otra, aunque debido a la estructura terciaria de los &dcidos nuclei
cos pueden darse incluso a una distancia de 2 bases. Asi con un t-RNA E.coli
que contiene una base particular el tiouracilo que absorbe especialmente a
334 nm e irradiando a esta longitud de cnda, se forma un enlace covalente -
entre esta base y la citosina que est3 separada 5 nucleotidos pero suficien

temente préxima debido a la estructura terciaria de &ste RNA.

Existen numerosas evidencias de la implicacidn directa de los dime
ros de pirimidina como las lesiones de mayor importancia bioldgica en la in

teraccidn entre la radiacidn U.V..y los seres vivos.

Asi utilizando la reversibilidad que experimentan los dimeros de -
timina cuando se les irradia a 240 nm se ha podido demostrar que tras altas
dosis de U.V, a 280 nm, aproximadamente el 50% de la inactivacidn de la ca-
pacidad transformante del DNA en Hemofilus influence puede ser atribuida a

ellos.

"In vitro" la capacidad de DNA-desnaturado para actuar como molde
para la sintesis enzimitica de DNA, desciende dristicamente cuando se irra-
dia con luz U.V, a 280 om al DNA., Esta capacidad se recupera parcialmente -

por irradiacidén posterior con luz U.V, a 240 nm.

La sintesis de los dcidos nucleicos se interrumpe a nivel del dime
ro constituyendo asi una lesidn letal. En el caso de gque la célula no se -
esté dividiendo pero esté metabolizando los dimeros no se transcriben. De -
esta forma la composicidn en bases del npRNA se modifica incrementando la re

lacidén purinas/pirimidinas.

Las c2lulas bacterianas que han sido irradiadas con luz U.V. mues-
tran un aumento de supervivencia si son posteriormente irradiadas con luz -
visible. (Vease Apdo. I-4~2), Este proceso se conace como: Fotorreactiva-
cién y la enzima responsable de esta reparacidn reconoce especificamente di

meros de pirimidina de tipo ciclobutanoc.

Ciertas estirpes bacterianas son muy sensibles a la luz U.V. mien-
tras otras son muy resistentes. Todas las estirpes resistentes estudiadas -

poseen la capacidad de escindir dimeros de su DNA, Sin embargo las cé&lulas
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sensibles son incapaces de llevar a cabo este tipo de reparacidn que libera

dimeros del DNA.

Secciones eficaces y rendimientos cuanticos del proceso de dimerizacidm.

El estudio del proceso de dimerizacidn de las pirimidinas en los dci
dos nucleicos, en concreto en el DNA natural, ha presentado diversos problemas
técnicos derivados sobre todo de dos factores; la reversibilidad de la reac-
cidn ya comentada, y las dificultades en la determinacidn del ndmero de dimeros

formados.

En efecto, si la determinacidn de la concentracidén de dimeros por me
dida de cambios de absorcidn ha dado buenos resultados en sistemas modelo como
TpT etc, es necesario tener en cuenta que debido al efecto hipocrdmico inheren
te a la estructura bihelicoidal, el descenso en la absorcidn del dimero res-
pecto de la base se compensa e incluso se sobrepasa al tener en cuenta el efec
to hipercrdmico de la desnaturacidn local producida por la presencia de un di
mero en el DNA. (Fisher and Johns 1976). Asi ha sido necesario recurrir al mar
cado isotdpico de las pirimidanas en DNAs naturales para aumentar la sensibili
dad de los ya de por si tediosos métodos cromatogrificos de separacién y cuan

tizacidn de dImeros de pirimidina.

En la Tabla I-l he resumido los datos mas importantes de cilculo de
secciones eficaces de dimerizacidn y monomerizacidn asi como de rendimientos
cudnticos que existen en la bihliografia al respecto para timina libre o posi
cionada en situacidn favorable a la dimerizacidn (soluciones de timina conge
ladas, TpT, poliT etc) asi como los pocos datos existentes en DNA., Como se -
observa hasta 1977 no se ha realizado un estudio exaustivo de determinacidn
de secciones eficaces de formacidn de dimeros en DNA. A pesar incluso de este
intento, y debido a que de nuevo se ha eludido la tediosidad de las determina
ciones, el estudio resulta incompleto. En efecto Patrick en este trabajo ha -
ajustado sus cinéticas de formacidn de dimeros a la pendiente inicial mixima,

circunstanciaque le impide calcular las secciones eficaces de monomerizacidn en
el proceso. (Al pie de la Tabla I-l1 se presentan algunos datos de la critica -
que el mismo realiza de los valores asi obtenidos en el cdlculo de las secciones

eficaces y rendimientos cuidnticos).
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La determinacidn de las secciones eficaces y rendimientos cudnticos

P . - - P N\
de monomerizacidn y de formacidn de dimeros y para los dimeros de TT y de CT

en DNAs naturales y para varios longitudes de onda del espectro U.V., ha cons

tituido parte muy importante del trabajo de esta memoria. Por eso presentaré -
aqui la exposicidén del modelo utilizado en la descripcidén del proceso de dime
rizacidén del DNA y que como veremos aunque posee ciertas simplificaciones no

ha eludido el problema que supone la monomerizacidm simultanea de los dimeros

formados. Este modelo es semejante al propuesto por Johns, (Johns, H.E. 1969)

En un DNA bacteriano como los utilizadosen este trabajo se puede su
poner que se da una situacifn prdxima al azar en cuanto a la secuencia prima
ria de sus bases. Sobre todo en el DNA de E.coli en el que ademids de poseer
un nimero suficientemente de bases, del orden de 107, el porcentaje de cada -
una de las cuatro posible es aproximadamente del 25%. Pero ademids y seglin los
resultados de andlisis de secuencia por el método de andlisis del vecino mis
proximo, se ha podido comprobar como la frecuencia de las 16 combinaciones po
sibles de las cuatro bases tomadas de dos en dos son tambi&n aproximadamente
iguales y de cualquier forma conocidas para este DNA. En definitiva la simpli
ficacidn introducida es la de considerar como si de la irradiacidn de dinucleo
tidos de TT & de CT se tratase. (Aunque el modelo tendria la misma validez pa
ra el caso de los dimeros de 68, sin embargo adelantar& aqui ya que, el marca
je isotdpico utilizado no nos permite determinar este tipo de dimeros, que por
otra parte se producen con mucho menor rendimiento que los de é% y estos que
los de f%).

Supongamos pues la reaccidén fotoquimica que estamos estudiando como
la de formacidn de dimeros (D) a partir de molé&culas precursoras (P). Como ya
sabemos la reaccidn es reversible por la misma radiacidn U.V., por tanto deno
minaremos k a la seccidn eficaz de formacidn de dimeros y r a la seccién efi

caz de monomerizacidn:

T

La variacidn del nimero de dimeros en funcidn de la fluencia fotdnica & ener
- . - . - - -
gética serid igual al nimero de dimeros que se estan formando menos el nidmero

de diImeros que se estdn monomerizando. Es decir:

dD/dL = kP - D _ (1)
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Donde L es la fluencia media. Si ahora denominamos Po al niimero inicial de
monomeros susceptibles de absorber un fotdén U.V. y transformarse fotoquimi

camente en dImeros, podemos poner:

dp/dL = kP - rD = k(Po - D) -rD = kPo - (k+r)D
Integrando:

RICR )L

D = kPo/(k+r) (1 - ) (2)

Esta es pues la ecuacidn que describe el proceso de formacidn de

dimeros.

En esta ecuacidn el nimero de dimeros a saturacidn, es decir, el
nimero de dimeros cuando se ha alcanzado el equilibrio entre la formacidn
y la monomerizacidn se obtiene al calcular el valor de D para L infinito.

Es decir:

= Dk =
Dsaturacisn D kPo/(k + ) (3)

Podemos poner por tanto que:

D* - D = kPO/(k + 1) e~ (K T DL
Tomando logaritmos:
ln(D* - D) = ln kPO/(k + r) - (k + r)L (4)

Es decir, obtenemos la ecuacidén de una recta en la que la ordenada en el ori
gen (m) vale ln kPo/(k + r) y la pendiente (n) es (k + r). E1l ajuste de los
resultados experimentales de cantidad de dimeros a cada valor de L y para ca
da longitud de onda estudiada nos permitiré obtener los valores de esta orde
nada en el origen (m) y de esta pendiente (n) que nos permitiran conocer los
valores de k y de r, es decir, las secciones eficaces de formacidn de dime-
ros y de monomerizacidén si conocemos la frecuencia dinucleotidica de las ba

ses que forman el dimero considerado. Es decir:

m = ln kPo/(k + r) (5)
n=(k+r1) (6)
Sustituyendo
m = In (n - r)Po/n; e = (n - r)Po/n; nem/Po =n-r
Es decir:
= n(Po - &™) /Po (7
k=n-r (8)

El cilculo de los rendimientos cuanticos de formacidn de dimeros vy

de monomerizacidn a partir de las secciones eficaces asi calculadas resulta
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ya facil si se conocen las secciones eficaces de absorcidn del DNA, lo que
conocidos los coeficientes de absorcidn molar a diferentes longitudes de on

da resulta inmediato.

I.7.3.- Efectos indirectos fotosensibilizacidn molecular

.

Produccidén de dimeros en presencia de acetona o acetofenona

Hasta ahora hemos hablado de las reacciones que tienmen lugar como
consecuencia de la absorcidn directa de los fotomes U.V. por las especies
reaccionantes., Sin embargo, los dimeros de timina se pueden formar también
por irradiacidn a longitudes de onda que no son apenas absorbidas por la -
timina siempre que se esté en presencia de ciertas moléculas que si absor-
ben a esas longitudes de onda. Este proceso denominado de fotosensibiliza-
cidén molecular requiere que el estado triplete de la especie absorbente -
sea debilmente mas energético que el de la timina. Tras la colisidn, la -
energia del triplete del fotosensibilizador se transfiere a la timina ori-
ginando timina en estado triplete con la subsecuente posibilidad de forma

cidén de dimeros de timina,

Ejemplos de esta situacidn son: La formacidn de dimeros de timina
por luz de longitud de onda superior a 300 nm cuando la timina se disuelve
en acetona y la formacidn de dimeros de timina en DNA cuando la irradiacidn
se realiza en presencia de acetofenona y a longitud de onda superior a 300nm.
Esta clase de reacciones rinde grandes cantidades de dimeros porque la reac

cidn de rotura del dimero no ocurre.

En cuanto a la importancia bioldgica de este tipo de reacciomes de
dimerizacidn por fotosensibilizacifn molecular, diremos que algunas células
se inactivan o sufren mutaciones bajo la accidn de la luz visible y que - -
podria por tanto pensarse en mecanismos como el descrito para explicar tales

efectos,

Produccidn de roturas simples por sustitucidn con halogenoderivados

M3s indirecto que el efecto estudiado anteriormente es el que se -
produce como consecuencia de la irradiacidén con luz U.V. de los &dcidos nuclei

cos con anilogos halogenados.

Efectivamente, los 5-halogenoderivados del uracilo se pueden - -
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confundir estericamente por timina y consecuentemente incorporarse en el
DNA en lugar de la timina., De igual forma si el fluoruracilo se combina -

con la ribosa puede ser incorporado al RNA en lugar del uracilo.

Si en estas condiciones se produce la absorcidn de un fotdn U.V,
por estas nuevas bases se produce inicialmente la pé&rdida del haldgeno -
quedando un radical S-Qracilo. Este radical toma un hidrdgeno de la posi-
cién 2 del aziicar mids prdximo, es decir, del siguiente nucleotido. Esta -
migracidén del hidrdgeno esti acompaniada de la produccidn de una rotura -
simple y posterior separacidn de la base del azdcar que ha sido modifica-
do.

Esta fotosensibilizacidn por sustitucidén hace que los virus que
contienen RNA sean m3s sensibles a la luz U.V. cuando parte de sus urdci-
los han sido sustituidos por 5-fluoruracilo, de idéntica forma las bacte~
rias son del orden de dos veces mis sensibles y las células de mamiferos
cinco veces cuando han incorporado anilogos halogenados de timina en su =~

DNA .

Este aumento de la sensibilidad "in vivo" esta también aumentado
por la menor eficiencia de reparacidn, por los mecanismos enzimdticos cong

cidos, de este tipo de lesiones.

"In vitro" la irradiacidn de tales DNAs produce una degradacidn -~
de tamafio molecular y un aumento de la produccidn de uniones cruzadas inter

cadena.

Unidn fotoquimica, Acidos nucleicos - proteinas

"In vivo" los Acidos nucleicos estdn asociados a proteinmas, por lo
que en algln momento las bases pueden estar lo suficientemente cerca de los
aminoicidos como para que se produzcan reacciones fotoquimicas entre ambos

monomeros.,

Los mecanismos quimicos por los que sucede este tipo de reaccidn -
no son perfectamente conocidos por el momento. Sin embargo el aislamiento -
del fotoproducto 5~S-cisteina-6-hidrouracilo a partir de una mezcla de uri-

cilo y cisteina irradiada nos proporciona uno posible para este fendmeno.

En experiencias in vitro se ha producido ademads de esta reaccidn -
la de cisteina con: poli-rU, poli-rC, poli-dC, vy poli~dT ademds de con RNA
y DNA, Ha sido identificado como fotoproducto la 5-S-cisteina-6-hidrotimina

asi como otros fotoproductos de la citosina. Al DNA se le pueden unir también
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fotoquimicamente la tiroxina y la serina.

Al uracilo se le pueden unir fotoquimicamente cisSteina, lisina, me
tionina arginina, histidina, triptofano, fenilalanina y tiroxina. Los demis

aminoicidos no se unen en las condiciones hasta ahora estudiadas.

"In vivo" este tipo de uniones se ha encontrado en virus de bacte
rias e incluso en células de mamiferos. Por ello es razonable pensar que la
fo&oquimica real entre materia viva y luz U.V. no sea exclusivamente la del
DNA o de las proteinas por separado, sino que ésta interaccidn fotoquimica
entre DNA y proteinas juegue un papel importante en la inactivacién de las

células irradiadas con luz U.V. bajo ciertas condiciones.

I1.7.4.- Dependencia de las reacciones fotoquimicas con la conformacidn de los

dcidos nucleicos.

Los fotoproductos inducidos por la radiacidn U.V. en los &cidos nu-
cleicos muestran una gran dependencia con la conformacidn de estos. Esta de
pendencia es muy importante por cuanto implica la posibilidad de formacidn -
de una gran variedad de fotoproductos y reacciones. Reacciones con el agua,
transferencia de energia con otros solutos, transferencias energéticas desde
0 a moleculas que se encuentran prdximas o unidas a los acidos nucleicos, -~
ademids de poder afectar en mayor o menor grado a la formacidén de distintos -
dimeros de bases. En este Ultimo caso, no sélo la cantidad sino también el -
tipo de ellos esti@ condicionado por la conformacidn de los Acidos nucleicos

durante la irradiacidn.

Un ejemplo simple de ello es la dependencia con la conformacidn de
la formacidn de hidratos de residuos de citosina en DNA por irradiacidnm con
luz U.V., En efecto, el rendimiento de tales fotoproductos en DNA nativo es
aproximadamente un orden de magnitud menor que en DNA desnaturado. Otro ejem
plo es la produccidn de dimeros que contienen alguna timina en DNA irradiado
"in vitro" a diferentes temperaturas. El rendimiento en DNA nativo es esencial
mente independiente de la temperatura y cae bruscamente con la temperatura de
fusidn. El rendimiento de los dimeros en DNA desnaturado decrece invariable-
mente con la temperatura, Por otra parte en DNA nativo la mayor parte de los
dimeros son de la forma cis-sin, mientras que en DNA desnaturado una aprecia
ble parte de ellos son de la forma trans-sin. Este Qltimo tipo de dimero no

es fotorreactivable por la enzima fotorreactivante,
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Los cambios en la reactividad fotoquimica del DNA son profundamen
te dependientes de la humedad y consistentes con las diferentes reactivida
des de las diferentes formas A, B y DNA-desorganizado. A humedades bajas -
hay una reduccidn en el rendimiento de la produccidn de dimeros de pirimi-
dina en tanto que aparece un nuevo fotoproducto que parece idéntico al fo-
toproducto formado en las esporas y que tampoco es fotorreactivable, E1 -
cambio de fotorreactividad del DNA en funcidn de la humedad tiene su aﬁalg
gia con la mutagénesis y muerte de levaduras a diferentes grados de hume-
dad. Esto quiere decir que "in vivo" y a bajos grados de humedad se produ-
ce una alteracidn fotoquimica que no puede ser fotorreactivada y que por -

tanto no es un dimero de pirimidina del tipo ciclobutano.

Dependencias cualitativamente semejantes han sido observadas tanto
en especies sensibles como resistentes a las radiaciones U,V, en levaduras,
aunque los datos cuantitativos sugieren que la eficiencia de reparacidn en
la oscuridad de los productos formados a bajo grado de humedad es menor -
que la eficiencia de reparacidn de los dimeros de pirimidina de tipo ciclo
butano. Los cambios de sensibilidad entre bajos y altos grados de humedad,
tienen lugar a valores que se corresponden con cambios de conformacidn del
DNA como se comprueba por los cambios de absorcidn en peliculas delgadas -
de DNA. Cuando E.coli se irradia en el vacio, su sensibilidad aumenta un -
orden de magnitud. Es de suponer que el resultado del vaclio sea semejante
al de la baja humedad (humedad relativa cero) ya que como en el caso de le
vaduras antes citado, las cé&lulas de E.coli irradiadas en el vacio no son
fotorreactivables, Semejantes counclusiones a las de levaduras se han obte-
nido en cuanto a la eficiencia de reparacifén en la obscuridad en E.coli -

irradiado en el vacio.

La naturaleza de los fotoproductos responsables de la alta sensi-
bilidad no se conocen aln. Se especula con la idea de que pudieran ser fo-
toproductos del tipo de los encontrados en las esporas ¢ uniones entre el
DNA y las proteinas o uniones cruzadas en el DNA.. Sin embargo, es indica-
tivo el hecho de que tanto las esporas como las células vegetativas de B.

subtilis sean mucho m3s sensibles cuando se irradian en el vacio.

En el aire las reacciones fotoquimicas en el DNA de esporas y cé-
lulas son completamente diferentes. En las c8lulas vegetativas los fotopro
ductos que son observables en mayor proporcidn son los dimeros de pirimidi

na del tipo ciclobutano como los que se dan en el DNA en solucidn (forma B)
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mientras que en los hidrolizados en 4dcido de los DNAs procedentes de espo

ras irradiadas no se presentan este tipo de dimeros. Ademds la resistencia de
las esporas a las radiaciones U.V. en el aire hacen suponer que los fotopro
ductos formados en ellas (S—timinil—S, 6 dihidrotimina = SP) son sdlo un -
drden de magnitud menos eficientes en la produccidon de efectos letales en

las bacterias,

Por Gltimo, la irradiacidn a temperaturas por debajo de 0°C también
afecta a la formacidn de fotoproductos en polinucleotidos., Tanto los dimeros
de tipo ciclobutano como los fotoproductos del tipo de las esporas se produ-
cen a bajas temperaturas aunque el rendimiento de los dimeros del tipo ciclo
butano decrece a medida que decrece la temperatura. La sensibilidad de los -
sistemas bacterianos y virdsicos tambi&n aumenta al descender la temperatura,
asi la mayor parte de los organismos son mids sensibles a -70°C. Los cambios
en los fotoproductos responsables de este cambio de sensibilidad no se cono
cen aunque se tiene una correlacidn aproximada a bajas temperaturas entre -

uniones cruzadas DNA-Proteinas y muerte,

I.7.5.- Efectos producidos en la estructura secundaria por la presencia de

los dimeros.

Hasta ahora hemos hablado exclusivamente de los efectos primarios,
es decir, de los fotoproductos formados en los icidos nucleicos por la radia
cibén U.V.. Los dimeros de pirimidina de tipo ciclobutano evidentemente tie-
nen que afectar a la estructura macromolecular del DNA, en efecto, pensemos
que la formacidén de un dimero lleva consigo la desaparicidn de los 35° de -
giro de una molécula de pirimidina respecto de la otra. ;(Cémo afecta esto a
las propiedades macromoleculares del DNA?, Es decir a las propiedades dpti-

cas, hidrodinamicas, de estabilidad a la temperatura etc...

Diversos trabajos han pretendido responder a estas cuestiones aun-
que los resultados han sido ciertamente contradictorios, Asi por irradiacidn
de soluciones acuosas de DNA a 254 nm varios autores han coincidido en encon
trar un descenso de la viscosidad de la solucidn (Moroson and Alexander, 1960)
y en el radio giro de las moléculas (Moroson and Alexander, 1961, 1960) e in
terpretan estas variaciones como una mayor flexibilidad del DNA como conse-
cuencia de los dImeros porque afirman que no sucede ningiin descenso del peso
molecular de la preparacidén a no ser a muy altas dosis, Zieremberg et al. en

cuentran estos mismos resultados de variacidn de viscosidad y radio de giro
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pero al evaluar el nlmero de roturas simples y dobles de la preparacidn lo
interpretan como un descenso del peso molecular no encontrando por ello ese
cambio de flexibilidad. Bagchi et al. (1960) han descrito sin embargo este
efecto encontrando incluso un aumento previo del coeficiente de sedimenta-
cidn a dosis bajas para observar despuds un descenso paulatino de &ste con
la dosis. Pero reconocen haber observado la produccidn de roturas dobles -
medidas en microscopia electrdnica. La conclusidn de estos autores es que
solamente a dosis bajas, cuando alin el peso molecular de la muestra es alto,
se puede apreciar el cambio conformacional producido por la aparicidn de -
los dimeros (aumento del coeficiente sedimentacidn) efecto que deja de Sgéqg
varse debido a la aparicidn creciente de roturas simples donde el cambio -
de conformacidn es mds diffcil de observar. Otros autores han apreciado de

gradaciones del DNA similares cuantitativamente (Cremonese, 1968).

En resumen,se postula un cambio conformacional producido por la -
presencia de dimeros en el DNA medido por cambios en el tamaio del DNA por
procedimientos hidrodinZmicos y dpticos. Adem3s de los 3 grupos de autores
citados, al menos 2 de ellos reconocen detectar la presencia de roturas -
simples y por tanto a partir de ciertas dosis, dobles, durante la irradia~-
cidn.,

En lo que si parecen estar de acuerdo todos los autores, es en la
rotura de, al menos, los enlaces de hidrdgeno implicados en las bases que -
forman los dimeros y sus complementarias., Y es especialmente esta altera-

cidn estructural lo que est3 en la base del buscado cambio conformacional,

Diversos autores han comunicado también el descenso de la tempera
tura media de transicidn del DNA con dimeros de pirimidina (Setlow et al.
1936...), incluso Beretetskaya et al. (1970) han demostrado como el aumento
de la anchura de la desnaturacifn de DNAs rotas por fuerzas de cizalla como
consecuencia de la desaparicidn del apareamiento en los terminales de cade
na, es indistinguible del ensanchamiento producido por la presencia de los

dimeros.

Kelly et al. (1969) postularon que la rotura de enlaces de hidrd-
geno afectaba ademis de a las bases implicadas en el dimero y sus complemen
tarias a un par de bases a cada lado del dimero. En 1971 Hayes et al. aunque
utilizando DNAs sint2ticos de pequefio tamafic formados dUnicamente por dA y dT

han logrado realizar una evaluacidn, por estudios de Tm, de la regidn afecta
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da por la presencia de un dimero y encuentran que ademds de las bases im
plicadas en el dimero sdlo los dos pares de bases adyacentes pierden tam

bién sus enlaces de hidrdgeno.

Sin embargo el proceso de dimerizacidn en un DNA es mis complejo,
por métodos de estudio cinético con formaldehido en DNA irradiado con U,V,
Shafranovskaya et al., (1973) han medido el nimero de zonas desnaturadas no
habiendo encontrado el mismo nfimero de éstas que de dimeros de pirimidina,
sino que se forman zonas ricas en dimeros en los que existen aproximadamen
te 5, valor este superior al supuesto por Kelly y al medido por Hayes -

en DNAs sintéticos,

No ha aparecido hasta la fecha ninglin trabajo exhaustivo de rela
cidn entre cantidad de dimeros y variacidn de la temperatura media de tran

sicidn, anchura de la transicidn, ete¢...

El descenso del efecto hipercrémico en funcidn de la dosis ha sido
siempre interpretado como consecuencia del menor coeficiente de absorcidn -
molar del dimero de pirimidina respecto de sus mondmeros. Este hecho, ha si
do aprovechado por Setlow and Carrier (1963) para el estudio cin&tico del -
_aclimulo de dimeros en DNA por medidas Spticas a 270 nm. En los Gltimos 5 =~
afios con la incorporacidén de las técnicas de dicroismo circular y dispersidn
rotatoria Sptica a los estudios conformacionales de 3cidos nucleicos se estan
empezando a obtener los primeros resultados en DNAs irradiados com luz U.V.
(MClaren, 1972; Lang and Lunk, 1973). En estos estudios parece confirmarse
los resultados de Bagchi et al, (1969) ya comentados, en el sentido de que
en los espectros de dicroismo circular de DNA irradiado, se observa un aumen
to del midximo positivo a 275 nm a bajas dosis, para descender después con el
aumento de la dosis, Los valores de dosis para el miximo cambio a 275 nm -
coinciden con los de Bagchi.et al. En estos espectros aparece tambidn la pre
sencia de un nuevo efecto Cotton negativo alrededor de 320 nm, que aumenta
continuamente con la dosis. En resumen Lang y Lunk concluyen que en las regio
nes fotoquimicamente modificadas del DNA debe existir una conformacidn del ti
po C. En definitiva, proponen el paso de la forma B del DNA por una estructu
ra superh&lice a bajas dosis para terminar en DNA en comformacidn tipo C., -
Opinan, que estas regiones con conformacidn C pudieran estar en la base del

reconocimiento especifico de las enzimas de reparacidnm.
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Apéndice T

- Los genes u.v.r., codifican la informacidn necesaria para las fun
ciones responsables del reconocimiento de los dimeros de pirimidina. E1 -
gen u.v.r.A determina una Endonucleasa, la U.V.-Endonucleasa, responsable
de la primera etapa de la egcisidn de dimeros de pirimidina; su localiza-
cidn en el mapa genético del cromosoma de E.coli es la posicidn 81. El gen
u.v.r.Bdetermina, otra subunidad, de la misma endonucleasa determinada por
el gen u.v.r.A y su localizacidn en el mapa genético del cromosoma de E.co
1i es la 18.

El producto del gen u.v.r.C determina una proteina que interaccio-
na con el sistema ligasico, impidiendo la inmediata restauracidém de la con
tinuidad covalente de las roturas simples producidas junto a los dimeros -
por la U.V.-Endonucleasa, antes de la liberacidn de los dimeros por la ac-
tividad exonucleasica subsecuente.

Las estirpes celulares de E.coli que son u.v.r.+ presentan niveles
normales de estas actividades, mostrando por tanto una sensibilidad a la -
radiacidn U.V. como las estirpes salvajes, y unos niveles de degradacidn -
de DNA tras la irradiacidn también normales. Las estirpes u.v.r. son entre
s1 fenotipicamente similares en cuanto que no pueden escindir los dimeros
de pirimidina del DNA, sin embargo las estirpes u.v.r.8 y u.v.r.C son menos
sensibles que los u.v.r.A. En todos estos mutantes los niveles de degrada-
cidn del DNA tras irradiacidn U.V. son mucho mias pequeros.

- Los genes pol A pol B y pol C, son genes estructurales de las -
tres DNA-Polimerasas conocidas en E.coli (DNA-Polimerasa,l,IIyIII respec-
tivamente). Estin localizados en las posiciones 76, 2 y 4, respectivamente
del mapa genético del cromosoma de E.coli. El mutante polA-1l no posee su -
actividad polimerizante y es muy sensible a la radiacién U.V.. Aunque ape-
nas tiene afectada su capacidad para la escisidn de los dimeros de pirimi-
dina (probablemente porque la DNA-Polimerasa producida en estos mutantes -
conserva su actividad exonucleasa 5°--» 3°) el DNA tras irradiacidn U.V. -
se degrada extraordinariamente produciendo un alargamiento incontrolado de
los huecos. La polimerizacidn de estos huecos se puede llevar a cabo por -
el producto del gen polC es decir por la DNA-Polimerasa III, y su eficacia
es tal que la sensibilidad al U.V, en las estirpes u.v.r. y en los dobles
mutantes u.v.r. polA 1l es semejante. La DNA-Polimerasa II no parece jugar
ningln papel en los procesos de reparacidn por escisidn y resintesis.

- E1 gen recA controla la produccidn de un inhibidor de la Endonu-
cleasa VII producida por el gen recBC. El producto del gen recA es necesa-
rio para la recombinacidn, aunque pudiera estar tambidn implicado en otros
procesos como la reparacidn de los dimeros de pirimidina a través de la -
produccidn y reparacidn de los grandes huecos producidos por la presencia
de los dimeros, mecanismo en el que por supuesto estaria tambi@n implicado
el producto de los genes recB y C, es decir, la Endonucleasa VII. La loca-
lizacidén en el mapa genético del cromosoma de E.coli del gen recA es la po
sicidon 51, siendo la 54 para los recB y recC.

Los mutantes recA son mis sensibles a la radiacidn U.V, que los -
recB y recC. La escisidén de dimeros ocurre normalmente en todos ellos aun-
que sdlo alcanza el 75% del valor normal en el caso de los recA”. La dife-
rencia fenotipica fundamental entre todos estos mutantes estid en que aunque
todos ellos tienen muy disminuida su capacidad de recombinacidn, los mutan
tes recA no la poseen en absoluto. Los mutantes recA ademds degradan rapi-
damente su DNA tras irradiacidn U.V,



- Los mutantes en el gen LexA, que ocupa la posicidn 81 del mapa
genético del cromosoma de E.coli, son dominantes y presentan como los mu
tantes recA una gran sensibilidad a la radiacidn U.V., pero v al contra-
rio que los recA no tienen apenas disminuida su capacidad recombinante.
Como el gen recA el gen Lex estd implicado en la regulacidén de la nuclea
sa producida por el gen recBC.



CAPITULO II

MATERIALES Y METODOS

En cualquier experimentacidn de laboratorio en Biologia, tan im
portante como disponer de buenas t&cnicas y equipos instrumentales es el
disponer de unos materiales biologicos de partida en calidad y cantidad

acorde con la experimentacidn que se desea realizar.

La puesta en rutina de los métodos de aislamiento y purificacidn
asi como los de caracterizacidn de los materiales en estudio es sOlo efi
caz si va acompariada del inconformismo que obliga a un intento constante
de revisidn y mejora., Esta labor, a menudo ingrata, es la que de manera -

practica da la pauta de las posibilidades reales de un laboratorio.

El conocimiento exacto de la calidad de nuestro material es in-
dispensable a la hora de exigirle un comportamiento idoneo en las expe-
riencias que planeamps, otra cosa sd0lo conduciria al error en la interpre

tacidn de los resultados obtenidos.

Es por todo esto que si bien se han apartado en forma de apé&ndices
las recetas exactas de los métodos utilizados, se haga hincapie razonadamen
te en este capitulo de las particularidades esenciales de los materiales y

métodos utilizados para llevar a la prictica este trabajo.

I7.1.- Produccidn de materiales biologicos de partida.

IT.1.1.,- Cultivo continuo de E.coli. (MOJOD, J; 1950) (HERBERT, D. et al.
1956) (ELSWORTH, R, et al.; 1968)

En el sistema de cultivo contInuo de crecimiento de E.coli se uti
1izd un medio de crecimiento definido con todos los substratos en exceso in
c¢luido el O2 a excepcidn de la Gnica fuente de carbono, la glicerina, que
se utilizd como substrato limitante. (Ver Apéndice-II-l-l para la composi-

cidn completa del medio).

La ecuacidn que define el comportamiento de un cultivo continuo en

estado estacionario, en lo que a produccidn se refiere, es la que liga la
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cantidad de organismos producidos y la cantidad de substrato limitante
utilizado mediante un factor de rendimiento:
dx / dt = -y ds / dt x = peso de células.

= peso de substrato
y= constante de rendimiento.

En realidad pbdemos poner:

Peso de bacterias formado / Peso de substrato utilizado = y

En la determinacidn de las condiciones de cultivo en continuo -
debe conocerse la concentracidén de las c@lulas en el cultivo en régimen
estacionario en funcidn de la velocidad de flujo y también la velocidad

de dilucidn a la que la produccidn de células es mdxima.

La concentracidn de células en funcidn de la velocidad de flujo

viene dada por la ecuacidn:

X = S. - K —D__ donde:
y Sy S(/“m'D ) )
x = Concentracidén de bacterias en estado estacionario de crecimien
to.
SR = Concentracidn del substrato limitante en el medio suplementado.
KS = Coeficiente de saturacidn del substrato. = Concentracidn del

substrato cuando la velocidad especifica del crecimiento (M)
es la mitad de su valor maximo ( m).
D = Velocidad de dilucidn = f/v; donde f es el flujo y v es la ca

pacidad del vaso de cultivo,

La velocidad de dilucidén (DM) a la que la salida de cElulas es md

xima viene dada por:
DM = (1=( =——=2—)
/»*m KS + S

El medio de cultivo utilizado tiene como substrato limitante la
glicerina, a una concentracidn de 8 g/1 (SR = 8 g/1) y todos los demds -
componentes en exceso. En un medio como este y en nuestra instalacidn se
consigue un valor miximo dg/Um trabajando entre 600 y 700 r.p.m. de agi-
tacidn y a 16 1/h de aireacidén. (Ver Fig-II-l.), el tiempo de duplicacidn
equivalente para esta velocidad de crecimiento es de 50 min. Utilizando -
como valor de Ks 0,0124 g/l y de rendimiento y = 0,5, (Herberdt, D. et al.

1956; Elsworth, R. et al. 1968) y sustituyendo en la ecuacidn que nos da
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'x en funcidn de D para valores conocidos de y SR’ Ks yinm, se obtiene que
se puede trabajar con valores de D entre 0,2 y 0,75 h 7; es decir entre 2
y 7,5 litros por hora de flujo, para que se mantenga aproximadamente cons
tante % = 3,9 g/l. Valores superiores de D disminuyen la produccidn de cé&

1

lulas hasta un valor de la dilucidn critico de 0,794 h™ " en el que x = 0.

En orden a una maxima produccidn habria que trabajar a una velocidad de -

dilucidn de 0,71 nt,

En la practica normal del laboratorio sin embargo, no se utilizd

un valor de flujo de 7,5 1/h, ni siquiera la DM equivalente a 7,1 1/h

por problemas en la capacidad del procesado (Almacenamiento y centrifuga-
cidn). Incluso a veces, y de acuerdo con la teoria del cultivo continuo se
pard este durante los fines de semana para, tras el vaciado del vaso, a ex
cepcidn de una pequenia parte utilizada como indculo, llenar de nuevo con -
medio fresco y comenzar el crecimiento. Al poco tiempo se pasa a régimen -
de cultivo contiInuo. Esta operacidn permite comprobar la velocidad especi-
fica de crecimiento del cultivo, maxima garantia de que el proceso perma-

nece correcto. (Ver Fig-I1I-1).

El cultivo se mantuvo intermitentemente en continuo con paradas
obligatorias por necesidad de limpieza de la instalacidn o de esteriliza-
cidn debido a la presencia de algin contaminante., En el mejor de los casos
se mantuvo durante 10 dias ininterrumpidos a un flujo medio de 3 1/h y a -
una densidad optica de bacterias a 450 nm. de 14 a 16 Unidades Opticas

lo que rinde del orden de 15 g. de pasta himeda de c&lulas por litro,

El medio de cultivo crecido se recoge en recipiente refrigerado
a 4°C del que pasa a un tanque de almacenamiento de 100 litros de capaci
dad. La centrifugacidn de las c@lulas se realizd en una centrifuga Sharples

de flujo contInuo y se almacena después a -30°C,

La esterilizacidn de la instalacidn se realiza con formaldehido
al 16% que se recicla por ella., El formaldehido se retira con vapor fluyen
te a 100°C desde autoclave, mantenidndolo fluyendo después 3 horas en cada
tanque de medio fresco (100 1., de capacidad cada uno) y en el fermentador
y conducciones. Esta Ultima operacidn se realiza tres veces., la esteriliza

cidn del medio se realiza por ultrafiltracidn.

La regulacidn del pH temperatura y nivel de espuma se hace automd
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ticamente., Dado que el E.coli B acidifica el medio de cultivo se utilizd
hidroxido aménico para su neutralizacidn. La espuma se rompid con silico

na antiespumante. El esquema de la instalacidn aparece en la Fig-II-2,

II-1-2,- Cultivo discontinuo de: B.subtilis, B.cereus, v M.lisodeikticus

Microccocus lisodeickticus se cultivé en fermentador de 10 litros
de capacidad con regulacidn de temperatura a 37°C, aireacidn a 8 litros/mi
nuto y agitacidn mecdnica centrifuga a 200 rpm. El medio de cultivo es un
medio rico como ya es habitual en el crecimiento de esta bacteria que pre-
senta un tiempo de generacidn muy largo y que en medios definidos plantea
problemas de crecimiento. El indculo de 1l litro de medio se crece durante
la noche y antes dé inocular se observa al microscopio para detectar la -
presencia de algln contaminante si lo hubiera. Tras la inoculacidn del cul
tivo, se deja crecer durante 24 horas y antes de proceder a su centrifuga-
cion se comprueba de nuevo microscopicamente. La recogida de las células se
realiza centrifugando en centrifuga de flujo continuo SHARPLES. El rendi-
miento medio fue de 104,2 g de pasta himeda de cé&lulas por cada 10 litros
de cultivo compuesto por 58,44 g de NaCl, 100 g de triptona, 100 g de ex-

tracto de levaduras y agua hasta 10 litros. El pH se ajusta a 7,4.

B. 3ubtilis y B. cereus se crecen en un medio definido con gliceri
na y glucosa como fuente de carbono y acido casaminico como aporte peptidi
co. Ambos también en fermentador de.l0 litros con agitacidn y aireacidn a
200 rpm y 8 litros/minuto respectivamente. Del orden de 60 g de células por

fermentador ha sido la media obtenida en estas condiciones.Ver Apéndice II-1-2,

II-1-3.~ Produccidn a gran escala de fagos: T,, A\ ¥ SPP-1. (THOMAS C.A. et
al, 1966).

La produccidn de fagos a gran escala reqiiere la busqueda de las -
condiciones de lisis de mayor rendimiento. En definitiva son la cantidad de
fagos por bacteria utilizados en la infeccidn y el momento en que hacemos
€sta, lo que de manera practica ha de ajustarse. Sin embargo ambas condicip
nes no son sino la expresidn de dos constantes del cultivo, nos referimos a
la velocidad de crecimiento de las c&lulas en las condiciones de cultivo y

la velocidad de produccidn de fagos, que viene determinada por el tiempo entre
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infeccidn y lisis de una c&lula y el nimero de fagos producidos por cada
lisis celular. Ya que el tiempo de lisis de una bacteria es mucho menor
que el de su duplicacidn, pero sobre todo debido a que el nimero de fagos
ﬁroducidos por cada lisis es de algunas decenas, incluso centenas, a la

larga se produce una lisis total del cultivo.

Si el nimero de fagos por bacteria utilizados en la infeccidn y
el momento en que sucede &sta son tales que algunas bacterias llegan a -
la fase estacionaria de crecimiento, situacidn en la que ya no son lisa-
das por los fagos producidos, tendremos una lisis parcial y el rendimien
to serd bajo ademds de tener una concentracidn de c&lulas no lisadas que

nos empeoraran el rendimiento de la purificacidn posterior.

Si ambas condiciones son tales que la lisis se producevtan rapi
damente que el cultivo apenas crece, la lisis serd total pero de un nime
ro reducido de c@lulas. En las condiciones dptimas se consigue mantener
el crecimiento hasta que antes de entrar en fase estacionaria lisa comple
tamente y por tanto se produce un rendimiento m&ximo con la minima conta

minacidn de células no lisadas.

En la Fig-II-3. se presenta un ejemplo tipico de blsqueda de con
diciones de lisis. En la Fig-II-3-a se presentan los resultados obtenidos
en cuanto a rendimiento de fagos ‘kvir en E.coli en funcidn de la multi-
plicidad de la infeccidn cuando se infecta el cultivo bacteriano a 0,8
U.0. (a 450 nm) v como se observa se obtiene un miximo de rendimiento pa
ra multiplicidades de infeccidn de | fago por cada 600 bacterias aproxima
damente., Este estudio se realizd en pequerios matraces de 50 ml de capaci
dad. A partir de este dato en la Fig-II-3-b-c aparece el estudio del mo-
mento de la infeccidn de maximo rendimiento en fermentaddres de 10 litros

de capacidad.

Actualmente la produccidn de fagos >\ se hace a partir de fagos

>\clear que infectan a E.coli, lo que produce rendimientos del Srden -

de lOll fagos/ml. creciendo en un medio rico que contiene ademis Mg2+ -

necesario para que tenga lugar la infeccidn. La purificacidn se realiza
mediante tres ciclos de centrifugacidn diferencial, tras una precipita-

cidn previa con polietilenglicol - 6000 y NaCl cuando se parte de 10 =
litros de lisado. Finalmente se realiza un gradiente de CsCl prepara-

tivo. Los fagos flotan a una densidad de CsCl a la que corresponde - -

" un Indice de refraccidn a 25 °C de 1,379 a '1,380. Cuando se parte - -
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de lisados de un litro la purificacidn se realiza como la descrita mias -
delante para el fago SPP-1. (RIVA, S. et al.; 1968). El fago Tz se produ
ce infectando E.coli B que crece en un medio definido suplementado con -
Mg2+. La purificacidn se realiza por precipitacidn selectiva a pH acido
y posteriores centrifugaciones diferenciales. Finalmente se realiza un -
gradiente preparativo en CsCl, los fagos se concentran en una banda a un

indice de refraccidn de 1,381. (HARRIOT, R.M. et al.; 1952).

Los fagos SPP-1 se producen infectando B.subtilis que crece en
. . + 2+ \ e . s .
un medio rico suplementado con Mgz y Mn~ . La purificacidn se realiza -
mediante una centrifugacidn diferencial seguida de un gradiente preforma

do de CsCl. (CZEKALA, A. et al.; 1972).

En todos ellos el CsCl se retira por dialisis frente a SSC (0,15
NaCl 0,015 citrato sddico) y se guardan a 4°C en esta solucidn ajustada a
0,02% NaNB. En estas condiciones se pueden conservar durante meses sin ape
nas pérdida de viabilidad. Las condiciones exactas de produccidn y purifi

cacidn aparecen en el Apéndice-II-1-3,

Los contajes de los fagos se realizaron por el método de Gratia
o modificaciones de el (ADAMS, M.H.; 1959). Consiste en esencia en la pro
duccidn de un cesped uniforme de bacterias en una placa donde se extienden
diluciones de la solucidn de fagos que se desea contar, en las diluciones
apropiadas aparece una placa de lisis por cada fago estendido. Ver Apéndi

ce-1I-1-4,

APENDICES DEL APARTADO II-1

Apéndice II-1-1.,- Composicidn de los medios de cultivo continuo.

Minerales:
MoCly tieiiiennrevnenien e cieneeees 1,23 mM,
H3BO3 4uenvrerennenarnsnsnennanssees. 0,005 mM,
NagMo0, svvvvunriniriiviiiieianeaeees 0,001 mM.
HCL veievevoconnonsnneessanssnnsnnnne 2,5 oM.
FESOQ........----........-.......... 0,0l oM.,
KHzPO_/*..........................-... 3,3 mM.
KpSO0, vevrnenueennniinneiiiaeanaaness 3,0 mi.
Citrato Trisodico tvvevereneneassenes 5,0 mM.
Tampon:
Fosfato potasico pH=6,2 ....vevevaves 50,0 mM.
Fuente de Nitrdgeno:
(" )7304 U B A oM,
Fuente de carbono: (1)
GliCeriNa +v.iveeeeeserennessesennnssse 8 g/l

(1) La glicerina constituyd el substrato limitante,
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ARadir después amoniaco en forma de NH,Cl hasta una concentracidn
de 5 mM. para dejar el pH entre 6,7 y 6,9,

Apéndice II-1-2.- Composicidn de los medios de cultivo de B.subtilis B.ce-
reus v M.lisodeickticus

Compuestos M. lisodeick B. subtilis B. cereus
Triptona ‘10 g/1
Extr. de lev. 10 g/l

" NaCl 5,8 g/1 5,0 g/1 5,0 g/1
KC1 -_— 1,5 g/1 1,5 g/1
N, C1 _— 0,25g/1 0,25g/1
Na,S0, -— 50 mg/1 50 mg/1
Mg(%l2 -— 100 mg/1 100 mg/1
CaCl2 - 2 mg/l 2 mg/l
FeCl3 -— 1,5 mg/l 1,5 mg/l
Na,HPO, -_— 6,1 g/1 6,1 g/1
Naﬁzpo4 _— 3,0 g/1 3,0 g/1
Glicerina 98% — 1,5 ml/1 1,5 ml/1
Glucosa —_ 5 g/l 5 g/l
Acido casaminico —- 10 g/1 10 g/1
ol 7,4 7,1 7,1

Apéndice II-1-3.- Condiciones de lisis v purificacidn de fagos clear SPP!

v T 2

E. coli C 600 se hace crecer en medio rico compuesto por 25 g. de
peptona, 5 g. de NaCl y 2,5 g. de MgSO, por litro, se infecta con clear
purificado. La infeccidn del cultivo se realizd cuando el cultivo alcanzé
2 UO. Las condiciones de aireacidn y agitacidn fueron 8;/min. y 200 rpm en
fermentador de 10 1. a 37°C. Cuando la lisis comienza se afiadieron 3 ml de
silicona—-antiespumante., El crecimiento y la lisis fue seguido por turbidi-
metria a 450 nm en un Spectronic.

La purificacidn de los fagos se realiza por centrifugacidén dife-
rencial aunque dado el volumen tan grande de 10 litros se procede previa-
mente a la concentracidn de estos por medio de una precipitacidn con 24,2g
de NaCl y 120 g. de PEG/litro,

Cuando la precipitacidn se realiza directamente sobre el lisado
se pierden practicamente todos los fagos, no asl cuando el lisado se cen-
trifuga previamente en Sharples para retirar rastros celulares en cuyo ca
so se obtiene, tras la precipitacidn, el 90% de los fagos.

Tras la resuspensidn en 200 ml de Tris-gelatina-cloruro sddico -
(4,3 ml de NaCl 4M, 10,0 ml de gelatina al 1% y 10,0 ml de TRIS-HC1 1l M
pH= 7,4 por cada litro de solucidn) se realizan 3 centrifugaciones diferen
ciales consistentes cada una de ellas en 2 a 10.000 rpm durante 10 min, y
una a 28.000 rpm 90 min. El sedimento final se resuspende de nuevo y la ope
racidn se repite, El ltimo sedimento se resuspende en 25 ml de SSC y se le
realizan dos centrifugaciones mids a 10.000 rpm durante 10 minutos.

Cuando se pretende una mayor purificacidn de los fagos se realiza
una sedimentacidn en cloruro de cesio ajustandc la solucidn a 1,381 de in-
dice de refraccidn y rodando 23 horas a 28.000 rpm. Una banda intensamente
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azul aparece entre 1,379 y 1,380 de Indice de refraccidn en el gradiente,
"El cloruro de cesio se retira por dialisis frente a un volimen 500 veces
superior de SSC con tres cambios.

En matraz de 2.000 ml que contiene 1000 ml de medio rico cuya com
posicidn es: 10 g de triptona, 5 g de cloruro sddico, 5 g de extracto de
levadura, en 1000 ml de H,) destilada. El pH se ajusta a 7,3 con NaOH 1 M.
Tras la esterilizacidn se le afiade 1 ml de M SO, 0,1 My 10 ml de MgSO,
1.0 M. Se inocula con B.subtilis Mcl. La incubacidn se realiza en estufa
37°C con agitacidén a 250 rpm. Cuando el cultivo alcanza 0.8 UO a 500 nm -
se infecta con fagos SPP 1 a una multiplicidad de 1 fago cada 20 bacterias.
La lisis se completa durante la noche. La purificacidn se realiza por cen-
trifugacidn del lisado a 13.000 x g 35 minutos para retirar bacterias y -
rastros celulares., El sobrenadante se centrifuga a 30,000 xg 3 horas. El -
sedimento se recoge en 30 ml de MgCl2 0,01 M y se incuba con RNasa pancreid
tica 50 microgramos/ml y DNasa l microgramo/ml 30 min. a 37°C, La reaccidn
se para al afiadir 3 ml de EDTA 0,1 M.

Tras concentracidn a 6 ml en evaporatubos se preforma un gradien-
te de cluroro de cesio con 5 ml de solucidn al 50% sobre la que se pone -
10 ml de solucidn al 33% y sobre esta, los fagos.

El gradiente se centrifuga 3 horas a 35.000 x g en Spinco L-2 y
después se recogen dos bandas de fagos que se dializan frente a un voliimen
500 veces superior de SSC con tres cambios.

Para la obtencidn del fago T, se inoculan 9,5 litros de medio de

cultivo (NaH,PO, 10 mM, NaHPO, 20 mM, NH,Cl 20 mM, KCl 6,7 mM, MgCl2 1 mM,

SO 2 mM y glucosa 16 mM.) con 0,5 litros de lnoculo de E. COll B~ (CECT
10%) creciendo durante la noche, Cuando la densidad optica a 450 nm del cul
tivo ha llegado a 0,8 UO/ml, se infecta con T, a una multiplicidad de un
fago cada 10 bacterias. Se mantiene el crecimlento a 37°C y 200 r.p.m. de
agitacidn y 8 1/min de aireacidn durante 12 horas transcurridas las cuales
el cultivo ha lisado hasta quedar a aproximadamente 0,3 UO/ml a 450 nm.
Las celulas que quedan se retiran por filtracidn selectiva a través de -
varios filtros de poros entre 3 y O AV\ El filtrado se precipita ajus-
tando el pH entre 3,9 y 4,0 con ClH l ‘N. E1 precipitado que contiene los
fagos se resuspende en ZOO ml de 0,14 M NaCl y se lleva lentamente hasta
pH 6,5 con NaHCO, 1 M, A continuacién se incuba con DNasa a una concentra
cidn de E}Ag/ml previa adicidn de 2 ml de s0,Mg.

Tras la incubacidn la purificacidn de los fagos se realiza por cen
trifugacidn diferencial: 30 min a 2.400 xg, el sobrenedante 30 min a JOOOKg,
el sobrenadante a 11,000 xg, el sedimento asil obtenido se resuspende y se
repite la operacidn de centrifugacidn diferencial hasta que la suspensidn
de fagos presenta una relacidn entre la absorcifn del miaximo y del minimo
de su espectro U.V., (240 - 330 nm) de aproximadamente 1,5, Si se desea -
una mayor purificacidn puede ahora realizarse una centrifugacidn en gradien
te de CsCl como se ha descrito para los fagos SPP-1 y )\ . E1 DNA se extrae
por tratamiento con fenol recientemente destilado, ¢

Apéndice II-1-4,- M&todos de contaje de bacteriofagos.

Los métodos de contaje utilizados usan de la propiedad que tienen
los fagos de lisar a sus respectivas bacterias huespedes, Si la lisis se
realiza en un medio sdlido sobre el que crece una monocapa uniforme de ta
les bacterias y sobre la que también se extienden los fagos, al cabo del -
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tiempo apareceri una capa opaca de bacterias salpicada de pequefias placas
de lisis transparentes; cada placa de lisis es la consecuencia de un fago
lisando a las bacterias que van creciendo a su alrededor.

Dos tipos de modificaciones a este método original han sido uti
lizados: el primero de ellos consiste en formar la monocapa de células di
rectamente sobre una placa de agar nutritivo. Previamente se han mezclado
con las c&lulas diluciones apropiadas de los fagos para evitar tanto la -
aparicidn de un nimero pequefio de placas como de obtener una lisis confluen
te., Se acepta como un buen contaje aquel en el que se pueden contar entre
aproximadamente 30 y 300 placas de lisis. El segundo método utiliza una -
solucidn de agar blando, que es liquido a 40°C, donde se mezclan las bac-
terias que han de formar el cesped y las diluciones de los fagos. Tras la
extensidn de esta mezcla en la placa de agar nutritivo se solidifica al -
enfriarse formando una capa de distribucidn uniforme. En cualquiera de los
dos casos es necesario que las placas de agar nutritivo estén bien secas.

Las diluciones de los fagos se realizan en medio de peptona y
NaCl suplementado con las sales necesarias en cada caso para la infeccidn
del fago. Se tomd siempre 0,lml de suspensidn bacteriana que esta crecien
do en estos momentos en fase exponencial que se mezcld con 0,1 ml de fagos
diluidos que se extienden directamente sobre la placa de agar o se mezclan
con 0,3 ml de agar blando a 40°C antes de extender.

Tras la extensidn las placas se dejan abiertas durante 20min en
la estufa a 37°C antes de cerrarlas e invertirlas. Después se dejan crecer
as1 al menos 5 horas o mejor toda la noche antes de proceder al recuento -
de las placas de lisis., La composicidn de los medios es la siguiente:

Agar nutritivo: Agar nutritivo al 2,5% en agua destilada.

Agar blando: 25g de peptong 5g de NaCl 4g de agar nutritivo por litro su
plementado con 2,5g de MgSO, para los fagos A _ v T, y con 2,58
de MnSO, ademds para los fagos SPPL. ¢

Medio de dilucidn de los fagos: Igual que el medio anterior pero sin agar.

Este mismo medio se utilizd para el crecimiento de las bacterias.,

IT-2.,~ Aislamiento v caracterizacidn de DNA de diferentes origenes (GROSSMAN,

L. et al. 1968).

II-2-1,- Introduccidn

Con el fin de proveernos de DNAs de unas caracteristicas determi
nadas en funcidn del tipo de experimentacidn a realizar, nos hemos visto obli
gados a llegar a diferentes grados de aislamiento y purificacidn de los DNAs

en estudio y, en consecuencia, a su caractzrizacidn.

Asi ante la imposibilidad de obtener un DNA homcgéneo en tamafio,
partiendo de materiales bioldgicos Eucarionticos en los que intrinsecamente
las c&lulas poseen una heterogeneidad inherente a su propia naturaleza, ya
que poseen mids de un cromosoma diferente, O bien ante la imposibilidad téc

nica de obtener intacto este DNA homogeneo preparativamente en bacterias,

c8lulas que si poseen este grado de homogeneidad en su DNA, es necesario -



74

recurrir al aislamiento de estos DNAs perfectamente homogéneos e intactos

de wvirus bacterianos.

En cualquier caso el primer problema planteado en el aislamien
to de DNA de cualquiera de estos tres origenes es el de produccidn en es-
cala preparativa. Este problema es pricticamente inexistente en el caso -
de la obtencidn de DNA a partir de timo de termera, cuyo alto rendimiento
contrasta con su poca utilidad analitica en la experimentacidn habitual -
del laboratorio. Sin embargo a parte de los estudios realizados en este -
DNA como representante de DNA de origen Eucarionte, es muy Gtil como copre
cipitante en muchas manipulaciones a las que se someten a otros DNAs, como
estabilizante de enzimas y como substrato para ensayos de actividad de al

gunas enzimas.

Los DNAs utilizados lo son en funcidn de sus caracteristicas -
particulares, como por ejemplo su contenido en Guanina-Citosina, su capa-

cidad transformante, etc..,

Por Gltimo los DNAs de origen virdsico se utilizan como material
bioldgico de caracteristicas homogéneas e ideales, fisicamente hablando, en
cuanto que muchos de los parZmetros medidos o de sus propiedades ante cier
tas condiciones fisicas ofrecen este comportamiento iddneo. (Propiedades -

hidrodinamicas, migracidn electroforetica, cooperatividad macromolecular..).

Por supuesto que alin en los casos en que técnicamente es imposi
ble en plan preparativo la obtencidn de DNAs de tamafio natural, se forzaron
las condiciones de los aislamientos en el sentido de obtener la mixima apro

ximacidn a las medidas y condiciones naturales.

II-2-2,- Aislamiento de DNA de bacterias.

El aislamiento de DNA de bacterias plantea de origen tres proble

mas importantes: tamafo, pureza y rendimiento. Entendiendo siempre que cual
quier DNA que se obtenga debera poseer un tamarno molecular lo mas proximo

posible a su tamarno original y cuya estructura no ha sido dafiada o alterada

g misma
tanto por agentes internos a la cdlula como por los procedentes de la

it 3 s conta
manioulacidn del aislamiento. E1 DNA serd tanto mas puro cuanto meno a

i i i aci i eicos
minantes de otros materiales biologicos (proteinas, acidos ribanucl ,

.. . .. c
mucopolisacaridos etc...) contenga. El rendimiento vendra condicionado po

i g i alizar.
1a cantidad de manipulaciones y el tipo de &stas que sea necesario re



75

Es evidente que entre calidad y pureza por un lado y rendimien
to por otro, se hace necesario encontrar una solucidn de compromiso que -

permita trabajar con el DNA deseado y en las cantidades necesarias.

En la actualidad el método utilizado en el laboratorio intenta
resclver todos estos problemas haciendo uso de los métodos que en la bi
bliografia y en la practica de nuestro laboratorio produce mejores resul-
tados en cada etapa particular del aislamiento y segiin el tipo de DNA que

se desea producir., (Apéndice II-2-1).

Asi la lisis cldsica de MARMUR (MARMUR, J.; 1961) ha sido re-
emplazada por la de FREIFELDER (FREIFELDER, D.; 1968), produccidn de esfe
roplastos y posterior lisis, mediante la cual el momento de lisis es priac
ticamente instantaneo en toda la solucidn y casi al mismo tiempo se produ
ce la primera desproteinizacidn con fenol, segin el m&todo de MIURA (MIURA,
K.I.; 1963). Todo ello se realiza en un ambiente quelante para inhibir en
lo posible la actuacidn de las DNasas en los breves momentos entre la li-

sis y la primera desproteinizacion.

Como ya queda dicho las desproteinizaciones se realizan con fe
nol y no con clorgformo-isoamilico segiin el método clisico descrito por -
MARMUR menos efectivo, La eliminacidn del fenol se realiza mediante un sis

tema de dialisis continua y a 4°C.

La eliminacidn de los &dcidos ribonucleicos se consigue actual-
mente de una manera mds eficaz al hacer actuar junto a la RNasa pancreati
ca (que produce ribonucleotidos pirimidinicos no dializables) la RNasa de
Tl, que hidroliza estos Ultimos nucleotidos, dializando al tiempo que se
produce la reaccidn, con lo que se evita la inhibicidn por productos fina
les sobre ambas RNasas. A continuacidn en la Tabla-II-1 se expresan los

diferentes resultados obtenidos con ambos tratamientos.

TABLA-TII-1
Andlisis de RNA RNA control RNA+RNasa-Panc. RNA#RNasa—Panc#—RNasaTl
RNA-Macromolec, 100,307% 0,27% 0,27%
RNA-Soluble en 0,00% 2,90% 0,38%
dcido y no dia
lizable.

Por supuesto que estos resultados permiten eliminar la etapa de
precipitacidn selectiva de DNA con alcohol isopropilico lo que redunda en

beneficio del rendimiento,
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De este modo la Gltima etapa del aislamiento no es mas que una
precipitacidn del DNA, lo que contrasta con las tres precipitaciones rea-
lizadas por el método MARMUR o las dos segiin el método de FREIFELDER. Es
necesario destacar la violenta manipulacidn que supone la precipitacidn y
posterior redisolucidn del DNA y que es ademds mucho mds cuanto menos pu-
rificado estd el DNA, siendo prZcticamente inocua sin embargo cuando se -

hace sobre DNA purificado si se toman las debidas precauciones.

La ribonucleasa de T, es comercialmente cara, por lo que segin

1
los casos su utilizacidn en los aislamientos estd condicionada por las ca

racteristicas requeridas para un DNA dado.

En cualquier caso el aislamiento segin el método de MARMUR aun
que con lisis segin FREIFELDER fue a veces utilizado en el aislamiento de
DNA de B. subtilis con fines transformantes (Apéndice-II-2-2) con pocas -
desproteinizaciones con lo que se consigue DNAs de incluso 6Ox106 daltons
aunque con un porcentaje alto de proteinas. En la Tabla-II-2 se especifi-
ca un estudio comparativo de los diferentes métodos empleados en cuanto a
los tres parametros que han privado a la hora de realizar los aislamientos:
tamafio pureza y rendimiento. (Se incluyen ademids los datos relativos al
método de KAY en el aislamiento de DNA a partir de timo de termera. Ver a

partado II-2-3),

TABLA-TII-2
METODO PM en Daltons % RNA % Prot. N°de Prec. mgDNA/gCel.
MARMUR 15—20x106 1 1,5-2 3 1
FREIFELDER 6
MIURA 25-50x10 1 1,5-2 2 1,5-2
MARMUR
FREIFELDER |
MIURA 6
Nasa-pane  80x10 0.1 1,5-2 1 1,5-2
RNasa-T 1
RAY (1) 15x10° 0.1 0,5 5-6 10-12

(1) Riqueza del DNA desecado del 60%.
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II-2-3.- Aislamiento de DNA de Timo de termera (TUNG YUE WANG 1968)

En el aislamiento de DNA de Timo de termera se utilizd el mé&todo
de KAY (KAY, E.R.; 1952). La eleccidn de este método estd justificada por
las especiales caracteristicas de este tejido si las comparamos con las -
de las bacterias: la ausencia de pared celular y el bajo contenido en RNA,
Asi en el método KAY no existe una etapa de lisis enzimdtica, ni un trata
miento con RNasa, sin embargo es necesario una disgregacidn previa del te
jido con un homogeneizador. Las.desprotéinizaciones se consiguen simple-
mente por la accidn simultanea del SDS (Dodecil-sulfato-sddico) y la alta
concentracidn salina. El alto rendimiento de este método no es sino conse
cuencia del-tejido utilizado como fuente de DNA, el Timo, gldndula cuyas
células apenas poseen citoplasma, en las que el nlcleo ocupa la mayor par
te. En ja TablalI-2 aparecen los datos tipicos de un aislamiento. Los deta

lles del método aparecen en el Apéndice-II-2-3,

II-2-4,- Aislamiento de DNA de bacteriofagos.

Los bacteriofagos)\CT2 y SPP1l purificados previamente se ajustan
a una densidad dptica a 260 n,m de 5 a 10 unidades aproximadamente en - -
solucidn 0,15 M NaCl 0,015 M citrato sddico. La ruptura de la capsida se
consigue en cualquier caso por tratamiento suave con fenol recientemente
destilado y saturado con la misma solucidn, durante 10 min. en frio. Tras
centrifugacidn 157 a 3000x g a la fase acuosa superior se la repite el tra
tamiento. E1l fenol se retira por dialisis frente a un volumen 500 veces -

superior con dos cambios de tres horas y uno de 15,

El rendimiento suele ser en cualquier caso entre 1 y 2 U.0, a -
260n.m por cada U.0, de fago. La determinacidn del peso molecular de la -
prepafacidn asi como el estudio del limite de sedimentacidn dan ya un buen
Indice del grado de homogeneidad del DNA en cuestidn. Ademds el intervalo
de desnaturacidn t@rmica y la velocidad de renaturacidn son también garan
tia de un origen virasico. La determinacidn del P.M. del DNA desnaturado
por sedimentacidn nos indica la ausencia de roturas simples intercadena.

Ver Fig-1I-4-a y b,

II-2-5.- Caracterizaciones a los DNAs (GROSSMAN, L. et al, 1968)
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Los dos contaminantes mas importantes que se pueden presentar en una
preparacidén de DNA son: RNA y proteinas. El contenido en RNA se midid por el
método de determinacidn de dcidos nucl&icos de SCHMIDT-THANHAUSER (SCHMIDT, -
THANHAUSER, 1966) basado en la precitabilidad en medio Acido de las mol&culas
de dcidos nucléicos. Si por hidrolisis alcalina se produce degradacidn del RNA
presente y previamente se ha eliminado la fraccidn soluble, caso de existir,
una nueva precipitacidén dejard como adcido soluble solamente los oligorribonu-~
cleotidos procedentes de la degradacidén del RNA. Es posible asi cuantizar el

porcentaje de RNA contaminante. (Apéndice II-2-4),.

El contenido en proteinas se determind por el método colorimétrico de
LOURY (Loury et al. 1951) aunque hubo que introducir en &l algunas modificacio
nes para lograr detectar cantidades del &rden del microgramo, ya que si no con
taminaciones del Orden del 1 al 2% de proteinas consumirilan cantidades de varios
mg de DNA en la determinacidn. La curva patrdn se realizd con seroalbumina b?éi»-~
na. Las concentraciones de SAB se determinaron espectrofotométricamente. (Apén-
dice II-2-5).

En el DNA la comprobacidén de la exacta correspondencia entre las concen
traciones de fésforo, deoxirribosa y base, es decir, de las caracteristicas de
la unidad monomerica es quimicamente la mejor caracterizacidénm al DNA y la mejor
comprobacidn de la ausencia de proporciones importantes de polinucleotidos dis-

tintos al DNA,

El método mids directo de determinacidn del coeficiente de Absorcidn Mo
lar (E) de una preparacidn de DNA es la cuantizacidn de la concentracidn de f3s
foro de una muestra de la cual se conoce la absorcidn. Esta determinacidn de -
fosforo la hemos realizado por el método de GRISWOLD (GRISWOLD, B.L. et alj; 1951),
basado en esencia en el desarrollo de color que tiene lugar en la reduccidn por
el 3cido amino naftol sulfonico (ANSA) del complejo fosfomolibdico formado por la
reaccidn entre el molibdato amdnico afdadido como reactivo y el fosforo inorgéanico
de la muestra. Es preciso por tanto que todo el fdésforo del DNA se encuentre en

esta forma, lo que exige una mineralizacidn previa. (Apéndice II-2-6).

La determinacidn cuantitativa de la deoxirribosa se consigue por la re
accidn del azdicar con la difenilamina cuando el azlicar se ha hidrolizado previa
mente. En las condiciones de DISHE (DISHE, Z.; 1930) modificacidén de BURION - -
(BURTON, K; 1956) sdlo se liberan las deoxirribosas unidas a bases piiricas por
lo cual la concentracidn que se obtiene se corrige multiplicando por dos. (Apén
dice II-2-7).

La comprobacidn de la equimolaridad del azucar y fesfato con la base
se realizd con el cilculo del coeficiente de absorcidn molar referido a deoxi-

rribosa o f&sforo del DNA, Este parametro muy importante en la estimacidn del
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grado de desnaturacidn del DNA (la relacidn entre la densidad &ptica de su
solucién y su concentracidn en &dtomos gramo por litro) aunque varia ligera
mente con la proporcidn de las cuatro bases es esencialmente distinto del que

se obtiene para DNA desnaturado.

El valor del E (p) se puede obtener tambi&n por cidlculo, a partir de
las absorciones a diversas longitudes de onda de la muestra. Este ci3lculo -
estd basado en que la forma del espectro (no solo la absorcidén) estd afecta
da por las interacciones que tienen lugar entre las bases cuando la estructu
ra del polImero es tal que las bases se encuentran apiladas. El que la absor
cidn a las diversas longitudes de onda esté@ afectada de distinta manera por
este apilamiento refleja el hecho de que la interaccidn tiene distintas con
secuencias dependiendo de la base. Asi pues un estudio de la forma del espec
tro, permite reconocer la estructura en que se encuentra la muestra y en con
secuencia, calcular el E (p). Asi mismo este estudio, debido a las diferencias
en las bandas de absorcidn de las diferentes bases, permite conocer la relacidn
de bases de este DNA., Para estos calculos se utilizan el método y parametros -

propuestos por HIRSCHMAN y FELSENFED (FELSENFELD, G. et al.; 1965).

Esta relacidn de bases a la que aludimos es un pardmetro importante
en la caracterizacidn de un DNA ya que refleja su origen especifico. La de-
terminacidn de bases puede realizarse cromatograficamente, a partir de un -
hidrolizado en dcido formico del DNA. La cromatografia se realiza en capa -
fina con pasta de celulosa en polvo tipo M - N - 300 WATMAN con METOH/HZO
como solvente. Las manchas se localizan con luz U.V. a 254 n.,m. y su concen
tracidn se determina espectrofotometricamente teniendo en cuenta los coefi
cientes de absorcidn molar de las bases al pH correspondiente. (BENDICH, -

A.; 1957).

Ademd3s la estabilidad en funcidn de la temperatura de la estructu
ra nativa del DNA esti relacionada con la composicidn en bases del DNA, de-—
bido a las diferentes posibilidades de formacidn de puentes de hidrdgeno en
funcidén de las bases. En definitiva el estudio de la transicidén t&rmica nos
permite conocer la relacidn de bases de un DNA mediante una correlacidn em-
pirica que liga la temperatura media de transicidén con el contenido en guani
na-citosina. (MARMUR, J. y DOTY, P.; 1959) (MANDEL, M. y MARMUR, J.; 1968)
(SAEZ, R.M. y DAVILA, C.A.; 1974). El valor del efecto hipercrdmico observa

do permite una estimacidn del estado de una preparacidn de DNA.

Estas determinaciones se realizaron en un espectrofotdmetro UNICAM

SP 700 con accesorio que permite la regulacidn de la temperatura o en un -
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TABLA-II-3,

DNA E (p) Abs 100°/Abs 25°C % GC % PROT % RNA  TmSSC
6,370,  (a) | 51,8$1,3(d)
E. coli 6,670:70 (b) 1,37 51,10, 4 (e) 1,5=2 1 91,7
6,650-85 (c)
+ +
o 6,340-250(a) 1,39 45,5-2,5(d) 1,5-2 1 88,8
B. subtilis 6.4507200(b) 44,0%1.2(e)
+ +
6,660-240(a) 1,39 33,9-0,8(d)
B. cereus 35.3%1.4(e)  1,5-2 1 84,5
+ +
. . 6,670-300(a) 1,37 71,3-1,7(d) 1,5-2 1 99,2
M. lisodeick. 6,950i90 ) 72.9 (e)
Timo 6,4207100(a) 1,41 43,5%0,7¢d) 0,5 1 86,4
6,510-150(b) 40,0 (e)
(a) .~ Calculo a partir del espectro.
(b) .~ Determinacidn de P.
(¢c).- Determinacidn de deoxirribosa.
(d).- Promedio de 12 hidrolizados.
(e).- A partir de la Tm segin la expresidn (SAEZ, R.M. y DAVILA, C.A.; 1974)

AGC =

(

8§sC /10

- 48,7) 1,93
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VARIAM con programador automatico., En cualquiera de los dos la temperatura
se midid directamente de la cubeta de muestra mediante la introduccidn en

ella de un termopar calibrado.

Por 4ltimo las meaidas de peso molecular se realizaron por vis-
cosimetria en un viscosimetro ZIMM-CROTHERS (ZIMM, B.H. y CROTHERS, D.M,;
1962) y por sedimentacidn analitica en ultracentrifuga BECKMAN modelo E,

La heterogeneidad macromolecular y la densidad de roturas:simples se obtuvo
estudiando los limites de sedimentacidn del DNA nativo y desnaturado en -
sosa y formaldehido, (Ver II-5-2), En las tablas 2 y 3 se han resumido los

resultados de las caracterizaciomes a los DNAs.

II-2-6.- Aislamiento vy caracterizacidn de DNA marcado isotopicamente,

Algunas de las técnicas utilizadas en el seguimiento de los pro
cesos bioldgicos en estudio imponen condiciones de sensibilidad a veces -

muy importantes., Estos condicionamientos limitan el uso de esas té&cnicas.

Entre los intentos de ampliar el rango de sensibilidad de estas
técnicas de deteccidn tiene un &xito espectacular el disponer de los bio-

polimeros en estudio marcados isotdpicamente,

En general en el marcado de DNA se obtienen mejores resultados
en cuanto a actividad especifica se refiere si se dispone de cepas requi-
rientes genéticos en timina. Asi, siendo la timina exclusiva del DNA como
polimero, al suministrar en el medio de cultivo este precursor marcado -

acaba incorporandose al DNA de la bacteria.

Cuando se pretende marcar con fosforo (P32), tan sdlo es nece-
sario suministrarlo en forma de fosfato; mejor en un medio definido, pues
la presencia de fosfatos no radioactivos en los medios ricos nos enfriaria
el DNA obtenido.

Naturalmente que suministrando ambos precursores con distintos
isdtopos, es decir; timina-3H y 32PO4H3 se consiguen marcajes dobles y -
en diferentes zonas del DNA lo que en algln caso puede ser de gran utili
dad practica. Teniendo a punto el marcado de DNA bacteriano, conseguir =
DNA de fagos también marcado requiere casi exclusivamente solucionar el
problema de la lisis de cultivos bacterianos huéspedes que est&n creciendo

en presencia del precursor marcado.
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TABLA-II-4

DNA MARCA Act. Esp, Prec. Act. Esp. DNA Rendimiento PM-Cromt,
3 500 mg/l de 6 6
E. coli H~Metilo de 2 Cci/mM 2,4x10 dpm{/ag Img/g celu. 20x10°d.
TAU-bar (1) la Timina /
E, coli 32?—Fosfatos I 5 6
B 101 (2) internucleot 10m Ci 9,1x10 dpm/ Mg lmg/g celu 15x10°d.
500 mg/1 de
3H—Metilo de 1 Cci/ mM 2,0x106dpm4»;g 6
E. coli la Timina : Img/g celu 10-15x10"d
TAU-bar (3)  32p i fatos 10m Cj B 4,6x105dpm/ g
internucleot
B L 3 lo d 1500 mg/l de 6 6
. subtilis H-Metilo de .
168-Thy~ (4) 1la Timina 4 Ci/mM 1x10 dpmi}ag 1mg/g celu 20x107°d.
3 1000mg/1 de
H-metilo de . 5 6
B, cereus (5) la Timina. 4 Ci/mM 2,3x10 dpmé/ng lmg/g celu 20x107d.
3 Lo d 1500 mg/1 de . 1-2 me/
H-Metilo de . -2 mg/litro 6
SPP1 (6) la Timina 1,5-3 Ci/mM 3x10 dpmjfﬁg de lisado 8x107d.
(1).- Valores medios de 10 aislamientos.
(2).- Valores medios de 11 aislamientos,
(3) .~ Valores medios de 4 aislamientos,
(4)._ " " " 3 "
(S)'_ " " 11} 4 "
(6)._ 1"t " 1" 2 ”"
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El aislamiento de DNA marcado plantea los problemas normales
del manejo de un isotopo radioactivo. Por tanto en la practica se evita
el manejo de grandes volimenes lo que lleva inmediatamente a desechar -
el fenol como medio de desproteinizacidn pues las dialisis posteriores
o el flujo con eter sulfurico para retirar el fenol dan volumenes conta
minados muy grandes. Entonces se recurre a la desproteinizacidn con clo
roformo-isocamilico (segﬁn‘el método MARMUR) que resuelve este problema.
La purificacidn de los fagos y de su DNA marcado se realizd como la ya
descrita para los no marcados.

En nuestro trabajo se utilizaron DNAs marcados con tritio o -

2 . -
3 P o con ambos tanto de bacterias como de fagos SPRl; asi se obtuvo -

DNAFBH v DNA—3H—32P a partir de E. coli TAU-bar cepa requiriente en timi

na suministrada por el Dr. HANAWALT. DNA-H de B. subtilis-Thy suminis
trada por el doctor PORTOLES. DNA—3H de B. cereus en cepa no requiriente.
DNA—3H a partir de SPP-1 infectando a la cepa de B, subtilis mencionada
y por Gltimo DNA—32P a partir de E. coli B 101, En los Apéndices-II-2, 8,

9, 10, 11 y 12 se detallan las condiciones de estos aislamientos.

En las caracterizaciones de todos estos DNAs se omitieron todas
aquellas que consumen cantidades importantes de DNA como: determinacidn -
de RNA,de proteinas, determinacidn colorimetrica de fosforo y de dezorri-
bosa, determinacidn cromatografica de bases aunque se calcularon el coefi
ciente de absorcidn molar y el contenido en guanina-citosina por cilculo
a partir del espectro, efecto hipercromico, determinacidn de la TM y con-
tenido en GC a partir de ella; la determinacidn dél peso molecular y la -
heterogeneidad molecular por cromatografia centrifugada en DEAE-Celulosa
(MINGOT, F. y DAVILA, C.A.; 1974). Por {iltimo se hizo un énfasis especial
en la determinacidn de la actividad especifica que es por supuesto la ca-
racteristica mids importante de estos DNAs. En el Apéndice-II-2-13 se deta
1lz el método de determinacidn de peso molecular de DNA por cromatografia
centrifugada en DEAE-Celulosa. En la Tabla-4- aparece un resumen de los -

aislamientos de estos DNAs.

ITI-2-7,- Métodos de contaje radioactivo.

En general y dados los isotopos radiactivos utilizados se utilizd
siempre el contaje en centelleo liquido a excepcidn del caso de las determi
naciones cromatograficas de dimeros de pirimidina donde ademds y previamen

te al contaje en centelleo liquido para la cuantizacidn de los dimeros se
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utilizd el contaje en camara:de ionizacidn en un contador proporcional

Philips.

A excepcidn del contaje de muestras que contienen 32? que se
realiza en un medio que tan s3lo contenia dioxano, el resto de las mez
clas centelleantes fueron esencialmente el medio de Bray, o modifi- .
caciones de €l. Cuando las muestras contenian altas concentraciones sa
linas o pHs extremos se afiadid etilenglicol a la mezcla de contaje para

lograr su solubilizacidn.

Las condiciones de contaje se buscaron en orden a obtener un
miximo de eficiencia compatible con fondos bajos. En cualquier caso y
para cada tipo de solvente de las muestras medidas se calculd su efi-
ciencia. A continuacidn se detallan las diferentes composiciones de -
los medios utilizados y la procedencia de las muestras que se cuentan

en estos medios:

1 - 2 3 4

Dioxano 1000m1/1 600m1l/1 900m1/1 -
Metanol : - - 100m1/1 -
Etanol - 150ml/1 - -
Etilenglicol - 250ml/1 29ml/1 -

PPO - 7 g/l 4 g/l 6,9g/1
POPOP - 0,25 g/1 0,2 g/1 -
Naftaleno - 60 g/1 60 g/1 -
Tolueno - - - 1000 ml/1

En el medio 1 se contaron todas las muestras que contenian -
32P fuese cual fuese su procedencia. En el medio 2 las muestras proce-
dentes de cualquier tratamiento que las dejase con alto contenido en -
sales o fuerte pH como tras cromatografia centrifugada en DEAE-Calulo-
sa, gradiente de Sacarosa neutro o alcalino, determinaciones de activi
dad epzimidtica que requieran precipitaciones en icido etc. E1 medio 3
se empled en el contaje de muestras de DNA atrapadas en gel de agarosa
tras electroforesis, El medio 4 se empled para el contaje de muestras
que estdn contenidas en papel como las procedentes de cromatografias -

de papel etc.
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APENDICES DEL APARTADO II-2

Apéndice II-2-1.- Aislamiento de DNA de E.coli B.; B. subtilis, B. cereus-
v M, lisodeickticus. Mé&todo del laboratorio.

Todas las operaciones menos las indicadas se realizan a 4°C, -
Todas las centrifugaciones se llevaron a cabo en una centrifuga Sorwall
refrigerada.

En cada aislamiento se partid de 15 gr de pasta himeda de celu
los: . La cantidad en la receta se expresa por gramo de pasta,

1l g. de células se lava en 20 ml de NaCl 0,14 M y se centrifuga
20 min. a 9.000 rpm (rotor 30). El sedimento se suspendid en 12 ml de una
solucidn al 15% en sacarosa en TRIS 0,03 M EDTA 0,02 HClpi=8,0.

La incubacidn con Lisozima se realiza en bafo de agua a 37°C -~
30 min siendo la concentracidn de enzima de 0,5 mg/ml. (44.000 unidades/mg).
Finalizada la incubacidn se afiade hasta una concentracidn final de 0,5% -
sps! al 25% en EDTAZ? al 50%. La lisis celular produce un aumento de la vis
cosidad y transparencia del lisado.

A continuacidén se anade al lisado 12 ml de fenol recientemente -
destilado y saturado con TRIS 0,1 M NaCl 0,15 M pH=9 al 1% de SDS.

La emulsidn se consigue habitualmente agitando en matraz Erleme-
ver durante 30 a 50 min. Alcanzada la emulsidn se centrifuga 2 horas a - -
15.000 rpm (rotor 30).

A la fase acuosa asi obtenida se le repite el tratamiento: fendli
co y centrifugacidn, se pone a dializar frente a solucidn Q15 M NaCl 6 0,6015M
citrato sddico en sistema Mariotte contInuo a un flujo aproximado de 1 1/h.
(Generalmente son necesarios 40 litros para que desaparezca el fenol en un
aislamiento tipico a partir de 15 grs de pasta de cé&lulas). Se utiliza el
criterio espectrofotométrico.

La hidrolisis del RNA se hace mediante incubacidn en bafio de una
solucidn 0,15M NaC19,015 M citrato a 37°C durante 5 horas dializando simul
taneamente (para 15 grs de pasta de c8lulas la dialisis continua se realiza
a 3 1/h. lo que consume del orden de 16 litros de solucién salina citrato).
La mezcla de reaccidn contiene 50 mg/ml de RNasa pancreatica y 15 mg/ml de
RNasa de Tl1.

Tras la hidrolisis y dialisis se realizan otras dos desproteiniza
ciones con fenol. Tras la centrifugacidn y dialisis continua de la fase acuo
sa se realiza el espectro del DNA y si no contiene fenol se determina su -
contaminacidn de proteinas por el método Lowry (modificacidén del laborato=
rio). Si la cantidad de proteinas es superior al 2% se realizan nuevas des
proteinizaciones hasta que quede entre uno y dos por ciento,

El DNA asi purificado es precipitado con un volimen igual de eta

nol y se conserva asi a 4°C,

Cuando no es necesario obtener un DNA de pM superior a 30—50x106

daltons la hidrdlisis de RNA se realiza Unicamente con RNasa pancreidtica -
50 mg/ml durante 30 min a 37°C en SSC. La RNasa ha sido incubada previamen
te 10 min a 80°para destruir las posibles DNasas que contenga. Terminada -
la reaccidén se produce la desproteinizacidn. Al final la precipitacidn se

realiza afiadiendo 0,33 ml/3 ml de solucidn de 3M acetato sodico 10-3M EDTA
pH=7 agitando. Se anade 1/2 volumen de alcohol isopropilico frio que preci
pita selectivamente DNA y no RNA.

(1) SDS Dodecil gulfato sodico
(2 EDTA Etilen diamino tetraacetico
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Apéndice II-2-2.- Aislamiento de DNA bacteriano, Método Freifelder-Marmur

El método de aislamiento es el de Marmur aunque la lisis se hace
segln el método Freifelder. La desproteinizacidn se consigue por desnatura
cidn y precipitacidn de las proteinas en la interfase de la emulsidn de la
solucidn acuosa del crudo con unamezcla de cloroformo e isoamilico. La pre
cipitacidn del DNA con etanol e isopropanol y la degradacidn del RNA por -
la accidn de la RNasa asi como la alta concentracidn salina y el uso de -
agentes quelantes son procedimientos estandar también utilizados en este -

método.

Metodo por gramo de células:

Las bacterias son recogidas por centrifugacidn y lavadas con 20ml
de solucidén 0,15 NaCl 0,1 EDTA pH=8. Se centrifuga y el sedimento se resus
pende en 12 ml de esta misma solucidn. La incubacidn con Lisozima se reali-
za en bano de agua a 37°C 30 min, siendo la concentracidn de enzima de - -
0,15mg/ml (44000 unidades/mg). Finalizada la incubacidn se afilade hasta una
concentracidn final de 0,5 %, SDS al 25 % en EDTA al 50%. La lisis de las -
células produce un aumento de la viscosidad y de la transparencia de la solu
cidn.

Al lisado se le afiade perclorato sddico 5 M hasta llevarlo a 1 M,
la alta concentracidn salina. prov1sta por el perclorato facilita la disolu
cidn de las asociaciones de proteinas acidos nucleicos. A continuacidn se -
afiade un volimen igual de cloroformo-isoamilico en la proporcidn 24 a 1 agi
tando durante 30 min (desproteinizacidn segiin el método Sevag-Lackman-Smolear
por desnaturacidn en la interfase).

La emulsidn resultante se separa en capas por centrifugacidn de 15
a 20 min a 12000xg, La fase acuosa superior contiene los acidos nucleicos -
que se separan y precipitan con doble vol@Gmen de alcohol etilico. E1l hilado
se disuelve en 5 ml de solucidn salina citrato.

Sobre esta solucidn se repite el Sevag las veces necesarias hasta
que no aparezcan proteinas visibles en la interfase. El sobrenadante obteni
do después de la serie de desproteinizaciones se precipita de nuevo con eta
nol y el hilado se disuelve en 3 ml de solucidn salina citrato.

La eliminacién del RNA se consigue afiadiendo 150mg de RNasa mante
niendo durante 30 min a 37°C., El producto obtenido es sometido de nuevo a -
una desproteinizacidn, Las desproteinizaciones se repiten hasta que no apa-
recen de nuevo proteinas visibles en la interfase despuds de la centrifuga-
cidn. El sobrenadante después del tratamiento final se precipita otra vez -
con doble volimen de alcohol etilico. E1l hilado de DNA obtenido se disuelve
en 3 ml de sglucidn salina citrato 1/10 y se afiade 0,1 ml de acetato sddico
3 M EDTA 10”3y agitando. Después se precipita afiadiendo 1/2 volilmen de al-
cohol isopropilico.

El DNA precipita asi en forma de fibras que se pegan a la varilla
del agitador; el RNA, oligorribonucleotidos y polisacaridos celulares o cap
sulares que puedan quedar, permanecen disueltos mientwas que las fibras de
DNA se pegan a la varilla, Las fibras asi obtenidas se conservan a 4°C hasta
que se desee usar el DNA.

Apéndice II-2-3,- Aislamiento de DNA de Timo de ternera. Método de KAY

50 gr. de timo de ternera congelado se homogeniza con 200 ml de 0,15M
NaCl 0,015M citrato sddico. Tras 3 lavados con el mismo vollimen de la misma
soluc1on mediante centrifugacidn y resuspensidn del homogeneizado, se resus
pende finalmente en ! litro de solucidn salina citrato.
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La lisis total se comsigue al afadir 90 ml de solucidn de SDS _
al 5% en etanol al 50% agitando durante 3 horas. Tras ajustar a 1 M NaCl
se deja a 4°C durante la noche, Después se centrifuga a 800 rpm durante
4 horas en centrifuga refrigerada. El1 sobrenadante obtenido se precipita
con un volumen igual de Etanol; con ayuda de una varilla se hila el DNA
precipitado que se disuelve en 700 ml de NaCl 10™2M,

A la disolucidn se le anade 65 ml de SDS al 5% en etanol al 50%
agitando durante 3 horas. Tras ajustar a 1 M NaCl se deja a 4°C. Centri
fugarion y precipitacidén del sobredenante con etanol. Redisolucidn en -
solucidn salina 10~2M. Este conjunto de aoperaciones se repite 3 veces -
mas.

Tras la Gltima precipitacidn con alcohol de 96° las fibras se
lavan con alcohol de 80°, de 96° y despu@s con acetona. Evaporada la ace
tona se seca el DNA en un desecador de vacio. ELl DNA asi obtenido se con
serva a 4°C. Por disolucidn de una parte pesada previamente, en solucidn
salina citrato y tras obtener el espectro de absorcidn U.V. del DNA se -
determina la riqueza del DNA desecado. De la misma solucidn se determina
el contenido en protefnas y el peso molecular del DNA.

Apéndice II-2-4,- Determinacidn de acidos nucleicos, Método de Schmidt-
Thanhanser

La determinacidn de dcidos nucleicos por este método en su ver
sidn actualizada por Munro consiste en esencia en la determinacidn de la
cantidad de dcidos nucteicos solubles en dcido, es decir, de icidos nu-
cleicos no macromoleculares o muy degradados, para determinar después -
consecutivamente 3cidos ribonucleicos macromoleculares por hidrolisis -
alcalina y posterior separacidn de los dcidos deoxirribonucleicos macro
moleculares por precipitacidn y filtracidn en acido. La determinacidn -
de los dcidos deoxirribonucleicos se realiza posteriormente por hidro-
lisis de estos en medio acido. En todos los casos la evaluacidn de la -
cantidad de acidos nucleicos en cada fraccidn se realiza espectrofotomé
tricamente frente a patrones sin muestra que han sufrido paralelamente
todas las etapas.

Las precipitaciones previas a las filtraciones se realizan en
frio y el control interno del buen funcionamiento de cada etapa se lleva
a cabo mediante patrones de RNA de levaduras y de fagos purificados como
muestras de DNA puro.

Los controles y las muestras por triplicado. Las muestras de -
DNA conteniendo aproximadamente 1 mg de DNA en 5 ml. Se le aflade 5 ml de
acido perclorico (PCA) 0,4 N frio y se deja precipitando en bafio de hielo
durante 15 minutos. Se flltra en Millipore de 0,40 micras de didmetro de
poro. Se lava dos veces con 5 ml cada vez de PCA 0,2 N, El filtrado cons
tituye la fraccidn soluble en acido. Al prec1p1tado se le trata con 5 ml
de hidroxido potasico 0,3 N a 37°C en bafio de agua durante una hora. Deg-
pus se enfria y se anade 5 ml de PCA 0,4N manteniendolo en frio durante
15 minutos. Despu@s se filtra y se lava el precipitado dos veces con 5ml
cada vez de PCA 0,2N., El filtrado asi obtenido es la fraccidn RNA. El se
dimento se resuspende en 5 ml de PCA 0,6N y se hidroliza a 70°C durante
20 minutos en bafo de agua. Después se enfria y se filtra, lavando el -
precipitado dos veces con 5 ml de PCA 0,6N. E1 filtrado asi obtenido cons
tituye la fraccidn DNA.

- La concentracidon de las diferentes fracciones se determina es
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pectrofotometricamente midiendo la absorcidn en el maximo de la regidm
entre 240 y 330 nm y teniendo en cuenta que una unidad optica de frac-
cidn acido soluble o de fraccidn RNA equivale a 3%/Ag y 40 para el caso
de la fraccidn DNA,

Apéndice II-2-5,- Determinacidn colorimétrica de proteinas. M&todo de
Lowry.

El método de Lowry de determinacion de proteinas esta basado
en la reduccidn de estas por la presencia del idn Cuzf solubilizado por
la presencia de tartrato y en la reduccidn de reactivo de Folin-Ciocalteu
(Fosfomolibdico-Fosfotugstico) por la tiroxina y el triptofano presentes
en las proteinas.

Las muestras y los patrones se ajustan a 1 ml., Como solucidn -
patron se utilizd una sclucidn de Seroalbumina bovina ajustada a 500ug/ml
espectrofotométricamente en hidroxido sodico 0,1 M., Maestras que cofitie-
nen desde 50 AAg hasta ZSQ/Ag se procesan por duplicado., Las soluciones -
utilizadas fueron:

A.- Solucidn de carbonato sodico al 2% en hidroxido sodico 0,1 M.
B.- Solucidn de sulfato de cobre al 0,5% en tartrato potasico al l%Z.
C.- Solucidn de 50 partes de solucidn A por 1 de B,

D.- Reactivo de Folin-Ciocalteu diluido 1 a 1 en agua destilada.

A las muestras y patrones se les afade 5 ml de solucidn C, se
agita y se deja durante 10min al menos a temperatura ambiente antes de afa
dir 0,5 ml de solucidn D, Tras agitacidn se espera exactamente 30 min. antes
de medir el color desarrollado frente a los controles a 757 nm,

Con el fin de aumentar la sensibilidad del método hasta el pun
to de poder determinar concentraciones del 0,5% de proteinas en prepara-
ciones de DNA sin necesidad de gastar grandes cantidades de la prepara-
cidn se modificd el método de la siguiente forma: Se concentrd la solu-
¢idn A 5 veces con lo que se pudo aumentar el volumen de la muestra hasta
5 ml, Como curva patrdn se utiliza la que se obtiene con concentraciones
de 5 a 2§/Ug de proteina por ml. La lectura del color desarrollado se -
realiza en cubetas de 5 cm de paso optico.

Apéndice II-2-6,- Determinacidn de fosforo método de Griswold.

Se trata de la.determinacidn colorimetrica del fosforo liberado
previamente por la hidrolisis exBaustiva del DNA. La concentracidn del -
fosforo se determina por comparacidn con una curva patrdn. A partir de -
este valor de concentracidn de fdsforo y del valor de la absorcidn a - -
260 nm de la muestra de DNA se determina el coeficiente de absorcidn mo-
lar.

Las muestras, patrones y controles se procesan por triplicado.
Como patrones se utilizan muestras con concentraciones de 0,1, 0,2, 0,3,
0,4 y 0,5Mmoles/ml. E1 control se compone exclusivamente de agua desti-
lada. Todos ellos en un volumen total de 1 ml. El material de vidrio a -
emplear deber3 de estar extremadamente limpio dada la sensibilidad del mé
todo. La solucidn madre de fosforo se prepara a partir de fosfato mono
potasico desecado.

Todas las muestras se hidrolizan con 1 ml de sulfurico 10 N. a
150°C durante 45 min en bafio de arena, La temperatura se sube paulatinamente,



91

Tras enfriar se anade 0,1 ml de agua oxigenada de 30 V., y se pone 20 min
a 150°C de la misma forma, Tras enfriar se aflade 1 ml de agua destilada
y se mantiene 10 min en bafio de agua a 100°C,

Tras la hidrolisis la colorimetria se realiza al afiadir 1 ml
de molihdato amonico al 2,5% en agua destilada y 1 ml de reactivo ANSA
(6 g de bisulfito sddico, 0,2 g de sulfito sddico anhidro, 0,1 g de -
acido amino-naftol-sulfonico, todo en 100 ml de agua destilada) y ajus
tar el volimen a 10 ml. (generalmente afladiendo 7 ml de agua destilada).
La mezcla se pone después 10 min a 100°C en bano de agua. Tras enfriar
Bruscamente se mide la absorcidn del color producido frente a los blan
cos a 820 nm, maximo de absorcién del complejo fosfomolibdico. El reac
tivo ANSA debe de estar recientemente preparado.

Apéndice II-2-7.- Determinacidn colorimétrica de deoxirribosa, Mé&todo
de Dishe modificacidon de Burton

v

La reaccidn de la difenilamina con la 2-deoxirribosa fue des
crita por Dishe y modificada posteriormente por Burton. En medio 3cido
la reaccidén rinde aldehido W-hidroxilevulinico produci&ndose un intenso
color azul. En las condiciones utilizadas la reaccidn solo se produce
con las deoxirribosa unidas a bases puricas por lo que el resultado de
la determinacidn debe de ser multiplicado por dos. Como muestras patrdn
se utilizan concentraciones de 0 a O,Q/Amoles/ml de 2-deoxiguanosina. -
Los patrones y muestras se ajustan a 2 ml. A los 2 ml se les afiade 4 ml
de reactivo recientemente preparado que contiene: 0,75 g de difenilami-
na en 50 ml de acido acetico gladial al que se le afade 0,75 ml de sul-
furico concentrado y 0,25 ml de acetaldehido a 16 mg/ml. El desarrollo
de color se realiza durante 16 a 30 horas en la oscuridad. La determi-
nacidn del color desarrollado se realiza espectrofotométricamente a -
600 nm. Del orden de 3 Unidades Opticas a 260 nm de DNA son necesarios
para una buena determinacidn de deoxirribosa en estas condiciones.

Apéndice II-2-8.- Produccidn de DNA—3H de SPP1

Bacilus subtilis 168 Thy Trp crecido durante la noche se -
utiliza como indculo para crecer en un medio definido suplementado con
los requerimientos especificos de la cepa. Su composicidn es:

Bases minerales:

NaCl 1 x 10:; M

KC1l 2 x 10 3 M

MgCl, 5 x 10'4 M

CaCl 1,4 x 10'3 M

Na 884 3,5 x 10.5 M

Fe%l3 7,46 x 100" M
Solucidn tampdn:

EEHPO4 4,4 x 10:5 M

2P04 2,2 x 10 M

Fuente de NZ:

NH,C1 5x 102 u
Fuente de C:

Glicerina 0,22 %

Glucosa 0,20 %
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Aporte peptfdico:

Ac. Casaminico 1 7
Requerimientos metabdlicos de la bacteria:
Timina-"H 1,5 mg/ ml. Act. Esp. = 1,5 a 3 Ci/mM
L-Trip. 80 mg/ ml,
Requerimientos cationicos para la %nfeccian de los fagos:
MnSO, 0,1 x 10_3 M
MgS0,, 0,1 x 10 ™ M

Tras 3 horas de agitacidn a 37°C el cultivo alcanza 0,71 UO/ml
a 500 nm (10° c&lulas/ml). En este momento se infecta con el fago SPPl a
una multiplicidad de infeccidn de 1 fago por cada 50 bacterias. Tras la
lisis que se verifica durante la noche los fagos se purifican por el mis
mo método que el ya descrito para los fagos SPPl no marcados. (Apéndice
II-1-3). El rendimiento de DNA viene 4 ser de 1 a 2 mg por cada litro de
lisado.

Apéndice IT-2-9.- Produccidn de DNA-°H de B, subtilis.

B. subtilis 168 Thy Trp se crece en medioc definido suplementa
do con timina y triptofano en estufa a 37°C en matraz ..Erlemeyer a 250rpm
de agitacidn. El medio de cultivo es el desarrollado en el Anéndice~12-
(Ver II-8-12) a excepcidn de que no se le pone-Mnsoh»ni ¥g30,. La timina
empleada fué 1,5 'g por litro de 4 Ci/mM. Las c&lulas se recogen al dia -
siguiente por centrifugacidn en Sorwall refrigerada a 3000xg durante 30min.

El aislamiento del DNA se realiza por el método FRIFELDER-MARMUR
descrito en el Apéndice II-2-2,

Apéndice I1I-2-10.- Produccidn de DNA—BH de B. cereus,

B. cereus se crece en medio definido (Ver apéndice II.1.2) durante

la noche. El inbculo asi preparado se diluye en este mismo medio hasta -

que queda a 0,1 UO/ml a 450 nm. Se mantiene a 37°C con a§itaci6n a 250rpm
hasta que alcanza 0,5 UO/ml; entonces se afiade 15 ml de “H-timina a 65,4
mg/ml a 4 Ci/mM y 350 mg de 2-dexoguanosina. Se deja crecer asi durante

6 horas mds., Tras la recogida de las células el DNA se aisla segiin el mé
todo FREIFELDER-MARMUR ya descrito en el Apéndice II-2-2, Los resultados
obtenidos con este modo de marcado en una estirpe bacteriana no requirien

te genético aparecen en la Tabla-II-4, (Ver II-2-6). -

’
Apéndice II-2-11,- Produccidn de DNArB“P de E. coli B 101,

El DNA—32P fue aislado a partir de células de E. coli B 101 cre

cidas en medio E. coli TAU bar (Rpéndice II-2-12) pero sin suplementar I
con aminoacidos ni con timina. Sin embargo se les suministrd 5 mCi de P
POL cada litro ademds de 10 mg de PO, HNa,. La recogida de las células y
el aislamiento del DNA seglin el método ya descrito en el Apéndice II-2-2,

2 .
Apéndice II-2-12,- Produccidn de DNA-H y de DNA-"H->2P de E. coli TAU bar
E. coli TAU bar Thy Trp se crece en matraz Erlemeyer a 37°C
y con agitacién a 250 rpm. Las c&lulas se recogen por centrifugacién a -
3000x2 30 min en centrifuga Sorwall refrigerada. El aislamiento del DNA se
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realiza por el método FREIFELDER-MARMUR dsacrito en el Apéndice II-2-2.
En general en las producciones de DNA-3H-7“P se enfrfan las células al
mezclarlas con una cantidad 2 veces mayor de c&lulas frias que han sido
crecidas en este mismo medio pero sin marcadores radiocactivos. Los me-
dios utilizados para el crecimiento de E. coli TAU bar para estos marca

jes fueron:

Sales ig 3H—32P

KC1 26 mM 26 mM

MgCl 25 mM 25 mM

NaZS 4 2,5 mM 2,5 mM

32, 7 10 mCi/litro
(NH&)3P04 10 mg/litro
Solucidn Tampdn

Na HPO4 25 mM 25 mM

TRAS 0,099 mM 0,099 mM
HC1 hasta pH=7,4 hasta pH=7,4
Fuente de carbono

Glucosa 0,5% (w/v) 0,5% (W/V)
Suplementos

Arginina 0,02% 0,02%
Prolina 0,02% 0,02%
Metionina 0,02% 0,02%
Triptofano 0,027 0,02%
Uracilo 0,027 0,02% {
Timina 500mg/1 1,5-3Ci/mM 500mg/1 1,5-3Ci/mM
Fuente de N

NH4C1 40 mM 40 mM.

Apéndice II-2-13.- Cromatografia centrifugada en DEAE-celulosa de DNA,

25g de DEAE-celulosa Watman DE-81 se trocean, se resuspenden en agua y
se pulverizan. La pulpa asi obtenida se escurre y resuspende en NaQH 1 M
y se deja asi durante 1 hora, tras la cual se lava con agua destilada - -
hasta que se alcanza de nuevo el pH 7., Entonces se seca al aire para su -
almacen3miento y conservacidn a 4°C tras lavarla con tampdn fosfato SOREN
SEN 1074 M,

La cromatografia se realiza en unas columnas disefiadas al efecto
que poseen dos compartimentos comunicados por un gran nimero de pequefios
agujeros, En el compartimento superior se introducen 0,5 g de celulosa re
suspendida en 15 ml de agua destilada y se centrifuga en MARTIN-CRISS a -
aproximadamente 150 x g. Una vez formada la pastilla la columna estid lista
para la carga y eluccidn del DNA.

La carga de DNA no debe de ser superior a 500 Mg para seguridad
en su funcionamiento y no inferior a 150 Mg para la defeccidn y cuantiza-
cidn de las fracciones espectrofotometricamente. Cuando se trata de DNA -
marcado isotdpicamente la cantidad ser3 dependiente de la actividad especi
fica del DNA pero siempre muy inferior al caso de DNA no marcado. Las con
diciones en las que tiene que encontrarse el DNA se reducen a: Fuerza - -
idnica inferior o igual a 0,2 M Na® y pH proximo a 7.

En las condiciones de carga descritas el DNA se retiene en la -
pastilla, se pasa a continuacidn 10 ml de cada una de los eluyentes que -



94

aparecen a continuacidn, acelerando su paso por centrifugacidén y los elul
dos se recogen en la parte inferior de la columna de donde se extraen an-
tes del paso del siguiente eluyente. En estos eluldos se determina la can
tidad de DNA por espectrofotometria o contaje en centelleo liquido. A par
tir de estos valores se determina el porcentaje en peso de muestra de ca-
da eluyente. Cada eluyente tiene asignado un peso molecular, de esta forma
se puede calcular la contribucidn al peso molecular medio del DNA de cada
una de las fracciones ademds de su peso molecular: PMm%Ep,OA.xPM.; donde -
0,0Ai= tanto por 1 de la fraccidn i y PM,= peso molecular de'la tracciédn 1i.

ELUYENTE COMPOSICION ' PM x 106
1 0,0IM Fosfato (soremnse) pH=7,0 -—
2 0,01M " " " 0,14M NaCl -
3 0,01M " " " 0,50M NaCl 0,5
4 0,01 " " " 1,50M NaCl 0,5
5 2M NaCl 0,2M NH,OH pH = 10,9 2
6 2M NaCl 0,4M NH,OH pH = 11,1 6
7 2M NaCl 1,0M NH,PH pH = 11,4 17
8 1.0M NH,OH pH = 14,0 50

4

IT.3.- Irradiaciones v dosimetrias.

II.3.1.- Descripcidn de los sistemas de irradiacidn empleados.

4

. . - . h!
Se utilizaron dos tipos de lamparas que proporcionan luz U.V., -
para la irradiacidn de DNA: Lamparas de alta presidn de Xenon, que se ca-
racterizan por producir un espectro contInuo de luz U.V., y lamparas de ba

ja presidén de Mercurio que producen esencialmente luz U.V. a 254 nm.

Las lamparas de Mercurio utilizadas fueron del modelo PEN-RAY -
cuyo espectro analizado en un espectrografo de emisidn utilizando como -
patrdn de referencia el espectro del hierro, demostrd no sdlo la enorme -
proporcidn de luz U.V. de 254 nm frente a otras minoritarias, sino también
la pureza del gas contenido en la lampara. Con estas lamparas se utilizd
un dispositivo que permitia el uso de dos de estas lamparas que ilumina-
ban sendas caras de una cubeta de cuarzo de 2 cm de paso dptico en la que

se irradiaron muestras de 5 ml. con una superficie total expuesta a la luz

de 439 mm2.

Las lamparas de Xenon se utilizaron en un monocromador de alta
intensidad BAUSCH and LOMB. La monocromacidn utilizada fue tal que por ca
da unidad de intensidad de la longitud de onda deseada se deja pasar tambiédn
0,5 unidades de esa longitud de onda tSnm y 0,1 unidad de esa longitud de onda
thnm. En este dispositivo se empled una cubeta de lcm de paso dptico en la que

- - . 3 - - - 2
se lrradiaron muestras de 2 ml y con una superficie de exposicidén de 90 mm".
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Ambos dispositivos, el de las lamparas de Mercurio y el de la lampara de

xenon aparecen esquematizados en la Fig,-II-5,

Las condiciones a que fueron sometidas las soluciones de DNA -
para su irradiacidn, se pensaron en orden a dos intenciones principales:
de una parte se puso el DNA en condiciones en las que no ocurriesen otros
tipos de reacciones fotoquimicas que dieran lugar a otras secundarias que
afectaran al DNA, En este sentido se puso especial &nfasis en la elimina
cidn del oxigeno disuelto en la solucidn para lo que la solucidn de DNA
en SSC (0,15 M NaCl, 0,015 M Citrato sddico) y las muestras que se estin
irradiando se someten a un burbujeo de nitrdgeno (59) libre de oxigeno, 30
min antes de la irradiacidn en bafio de hielo y despuds continuamente du-
rante la irradiacidn. El nitrdgeno se libera de oxigeno y se humedece -
previamente mediante su paso a través de un tren de lavado, que estd for
mado por una solucidn acuosa de sal sddica de antraquinona-2-sulfonato e
hidrosulfito sddico en hidrdxido sodico, seguida de dos frascos lavadores

que contienen agua destilada.

De otra parte, la concentracidn de las soluciones de DNA emplea
da para la irradiacidn fué de 72}Ag/ml, es decir, una solucidn de DNA que
estd a 1,5 uy,0, de absorcidn a 260 nm. Asi se asegura la absorcidn de -
la mayor parte de la luz incidente para casi todas las longitudes de onda

estudiadas.

II.3.2.- Dosimetrfa quimica basada en la reduccidn de ferrioxalato potdsico.
(JAGGER, J.) (PARKER, C.A.; 1953) (PARKER, C.A.; 1954) (HATCHARD, C.G. y
PARKER, A.; 1956).

De los tres tipos de dosimetrias empleadas, la basada en la reduc
cidn del ferrioxalato potdsico en medio acido es un tipo de actinometria -
sensible no sdlo a la luz U.V. sino también a la luz visible por lo que -

las determinaciones han de realizarse en la oscuridad.

La reduccidon fotoquimica del Fe3+ se produce por la transferencia
fotoinducida de un electrdn desde uno de los ligandos oxalato del complejo
ferrioxalato potadsico hasta el Fe3+. Esta reduccidn va acompafnada de la -
formacidn de un radical idn oxalato que dependiendo de las circunstancias

experimentales tiene varios caminos para su estabilizacidn:
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(C204)Fe+ hu re?t + c,0,”
- + 2+ 2-
C204 + (CZQA)Fe Fe© + C204 +ZCO2
€0, *+ 0y = 200, + 05
C204 + C204 ZCO2 + C204

La mayor o menor importancia de las dos Ultimas reacciones hace
que el rendimiento cuantico de formacidn de Fe2+ se aparte del valor ted-
rico de 2. Sin embargo después de los trabajos de Parcker y otros (C.A. -
PARKER; 1953, 1954, HATCHARD, C.G. and PARKER, C.A. 1956) se conocen con
toda precisidén los valores rteales de dichos rendimientos para amplias zonas

del espectro.

A continuacidén en la Tabla-II-5 se exponen los resultados obteni
dos por estos autores en la determinacidn del rendimiento cuidntico de la -
reaccidn a diferentes longitudes de onda y por diferentes métodos. Como se
observa el valor del rendimiento cuintico en la zoﬁa del U.V., estudiada y

que es la que nos interesa, permanece constante,

TABLA-II-5,

Rendimientos cudnticos de la reduccidn fotoinducida del ferrioxalato pot3-

sico en las condiciones utilizadas en funcidn de la longitud de onda.

)\ﬁm C.A.Parker Por comp. con Por comp. con Por comp. con Valores
(1953) Act. de Ura. Termopila cal. Ferrioxalato utilizados
C.G.Hatchard C.G.Harchard a 436nm usan  en:
(1956) (1956) do termo. cal. Moles/Einst,
' C.G.Harchard
(1956)

436 - 1,12 1,11 1,11 1,11
405 - 1,14 1,18 1,13 1,14
365/6 - 1,16 1,26 1,22 1,21
361/6 - - -

334 - 1,25 - . 1,21 1,23
313 - 1,23 - 1,24 1,24
302 1,21 - - - 1,22
297/302 - 1,24 - -

280,4 1,23 - - - 1,23
265,4 1,23 - - - 1,23
257,0 1,24 - - - 1,24

254,0 1,23 1,22 - 1,29 1,247
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Los cristales de ferrioxalato potasico se preparan mezclando 3
voltmenes de 1,5 M oxalato potasico y un volimen de 1,5 M cloruro férrico
con agitacidn. El ferrioxalato potasico precipitado se recristaliza tres
veces desde agua caliente secando en corriente de aire a 45°C ., Todo el -
proceso debe llevarse a cabo en la oscuridad o bajo luz de lamparas rojas

y en todo caso de longitud de onda superior a 500 nm.

.

La solucifn actinométrica se prepara ajustando a 0,0006 M ferri
oxalato potd@sico en Sulfurico 0,1 M. La solucidén asi preparada debe conser
varse en la obscuridad y en frascos de color topacio. El desarrollo de co
lor se produce al afiadir 1/6 del volimen irradiado de solucidn 1,10 fenan
trolina al 0,1% Peso/Volimen, 1,8 N acetato sddico en sulfirico 1,08 N. =~
La mezcla de reaccidn da un pH de 3,5. El desarrollo de color es practica
mente instant3neo aunque sin embargo se esperd siempre 30 min antes de me
dirlo a 510 nm frente a un blanco no irradiado. Se utilizd a tal fin un -
SPECTRONIC -SP - 700. Aunque la agitacidn no es estrictamente necesaria -

se agitd por burbujeo de nitrdgeno libre de oxigeno.

La respuesta espectrofotometrica es lineal hasta un valor de ab
sorcidn de 0,7 en cubetas de 0,5 cm de paso dptico y por encima de 1,0 en
cubetas de 1 cm a 4 cm de paso. Una absorcidn de 1,0 en cubeta de 1 cm de
paso se produce por una concentracidn de Fe2+ de 9,05 x 105M. lo que supo
ne un coeficiente de extincidn molar de 11.050. Una absorbencia de 0,002
en cubeta de 1 cm de paso, representa 6,3 x lO_10 moles de ferroso como -
limite inferior de deteccifn. En la prdctica cantidades de ferroso del or
den de 100 veces mas pueden ser detectadas con un error del orden del 1 -
al 2%. En definitiva pues, en la priactica la solucidn actinométrica debe
de irradiarse el tiempo suficiente para producir una concentracidn de Fe-

rroso entre 5 x 159 vy 3 x 10-6'moles/ml.

La calibracidn se realizd utilizando cantidades diferentes de -
sulfato ferroso en gulfurico 0,1 N y realizando las oportunas diluciones.
La solucidn madre del sulfato ferroso se prepard cada vez que se desed -~

hacer una calibracidn.

A partir de los micromoles de ferroso producido, el ci3lculo de

- . . 2 . .
la tasa de fluencia energética en ergios/mm Sse realiza teniendo en cuenta
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el volumen tras el desarrollo de color, el tiempo de irradiacidn, la super
ficie expuesta al haz de luz, el valor del Einstein a esa longitud de onda

y el rendimiento cudntico. Es decir:

(Fez+) vV E( )\) 2 -1

Tasa de Fluencia Energética= = Ergios mm = s

s ¢
(Fe“ ') = moles Fe2+/ml )

V = Volumen en ml.

E()\) = Einstein ()\) en Ergios
.. 2

S = Superficie en mm

@ = Rendimiento cuintico en Moles/Einstein ()\)

11.3.3.- Dosimetria quimica basada en la reduccidn de la Leucobase de Verde

de Malaquita (L.V.M.). (HARRIS, L. et al. i935) (JOHNS, H.E. 1369)

Harris et al. (1935) demostraron las ventajas que la leucobase =~

de verde de malaquita poseia para su uso en actinometrias en la zona U.V.,

frente a otras leucobases que tambi&n absorben luz ultravioleta. Los crista

les de L.V.M. son del orden de 30 veces mds solubles en soluciones alcoho-
licas, ademds poseen una banda bien definida en la zona U.V. entre 330 nm
y 220 nm asi como que producen un fotoproducto estable en soluciomnes alco
holicas a pH acido que es de color verde, lo que le hace mids facilmente -
medible., En efecto el fotoproducto formado posee una banda de absorcidn -
con un maximo bien definido a 622 nm. La absorcidn molar a 622 nm de este

fotoproducto es muy alta 106.300 segin datos de Fisher et al (1967).

El rendimiento cudntico de la reaccidn fotoquimica ha sido estu
diado sucesivamente por tres grupos de trabajo. Los valores obtenidos por
todos ellos aparecen en la Tabla-II-6. De su comparacidn queda clara la -
no dependencia del rendimiento cudntico con la longitud de onda en la zona
U.V. desde 300 nm hasta 225 nm. El1 valor en esta zona es muy proximo a --
1,00. Sin embargo los datos mds recientes encontrados por Fisher et al. -
(1967) dan valores de 0,91t0,01. La diferencia con los otros autores esti
también en el coeficiente de absorcidn molar del fotoproducto a 622 nm ya
que los otros autores utilizan como valor de este coeficiente y a 620 nm

94.900. En nuestro trabajo hemos utilizado los valores de Fisher.

El coeficiente de absorcidn molar de la L.V.M. es de leO3 o -

mayor entre 220 nm y 313 nm., A longitudes de onda mayores la absorcidn es
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muy pequefia, por lo que no puede ser usado como dosimetro en la zona del

visible y en la practica su uso no es recomendado por encima de 320 nm.

La solucidn actinometrica se prepara disolviendo la L.V.M. en
etanol redestilado ya que cualquier impureza presente en el etanol y que
absorba en la zona U.V. puede afectar a la medida realizada. El metanol -
se ajusta a 1 mM HC1 La acidez comunicada por el HCl estabiliza el foto-
producto formado durante la irradiacidn. La solucidn se ajusta a 1,5 UO
a 270 nm. Dado el espectro de absorcidn de la L.V.M; es necesario después

tener en cuenta un factor de absorcidn para cada longitud de onda.

TABLA-II-6

Rendimientos cuanticos de la reduccidn fotoinducida de la L.V.M. en las

condiciones utilizadas en funcidn de la longitud de onda

>\nm Por comp. con Por comp. con Por comp. con

termopila cal. termopila cal. termopila cal.
Harris and Ka Calvert and Re Fisher et al.
minsky (1935) chen (1952) (1967.

225 - -

248,7 1,046 _

+

253,7 1,003-0,013 1,00-0,02 0,91-0,01

265,4 1,007-0,012 1,01-0,02

280,4 - 0,90

296,7 0,994 _—

313,0 0,995-0,018 0,99-0,03

334,2 0,985

La L.V.M., se prepara a partir del oxalato de verde de malaquita
y de cianuro potasico. El crudo obtenido se purifica por cristalizaciones

v destilaciones sucesivas,

El calculo de la tasa de fluencia energética, en ergios/mm2 S,
a partir del nimero de moléculas de fotoproducto formado es funcibn del -
volimen de solucidn actinom@trica irradiada, del coeficiente de absorcidn
molar del fotoproducto y de la absorcidn del fotoproducto formado ademis

del nimero de Abogadro. Es decir;
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A622= Absorcidn del fotop.,.
N° de molec transf=A622(l/E622)V.N E622= Coef. abs. m?lar del fotop.
V = volimen en litros
N = 6,002 x 1023 molec x mol -
El ntmero de fotones absorvidos esti relacionado con el nimero de moldculas
transformadas mediante el rendimiento cuadntico y el nimero de fotones inci
dentes con el de absorvidos por un factor de absorcidn que tiene en cuenta

el espectro de absorcidn de la L.V.M. Es decir;

- A622 VN
N°® de fot. inc. = donde @ = n° de molec. trans/fotdn abs.
E [
622
n® de fot. inc. = n° de fot. abs. / Factor de abs.
-2,30 A bo
donde fact. de abs.= (l-e )

es decir:
A622 VN

Eggp 9 F

N° de fot. inc. =

Si ahora pretendemos saber la energia que supone este nimero de

fotones incidentes en unidades de tasa de fluencia energética, tendremos
en cuenta la energia de los fotones a la longitud de onda de que se trate

asi como la superficie expuesta a la radiacidn y el tiempo de irradiacidnm,

osea:
E = n° de fotones inc. h.b’ h= Const. de Planck= 6,22 x 10—27ergios X s
V = Frecuencia de la luz = c/N\
c= Vel, de la luz = 3 x lOlO cm/s
)\= Long. de onda en cm = Xnm x 1077 cn.
. A622 VNhQhe
By 9F A

. .. . .. 2 . .
Siendo la superficie de irradiacidn en mm t el tiempo de irra
y P

d iacidn en segundos queda:
R b vl
622 i
Agrupando constantes y poniendo el volimen en ml, queda:

6 A v
o 2 . 11,65 x 10 622
E i(Erglos/mm s) = iXi =

S ¢t

Los factores de absorcidn se calcularon estudiando la absorcidn
a las diferentes longitudes de onda del espectro U.V. de una solucidn de
L.V.M. ajustada a una absorcidn mixima de 1,5 a 270 nm. En la Tabla-II-7
que aparece a continuacidn aparecen estos factores en funcidn de la lon-
gitud de onda asi como el valor de la constante que queda en el primer -

término de la fdérmula anterior, es decir el valor de 11,65 x 106 )\i F.
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TABLA -1I- 7.

Factores de absorcidn a diferentes longitudes de onda y constantes para

el cdlculo de la tasa de fluencia energética seglin la ecuacién anterior

N\ nm F= (l-e 20304 1 ci=11,65x10%/ N1 F
230 0,763 6,62 x 10

240 0,642 7,54 x 10%

250 0,822 | 5,65 x 10”

254 0,910 5,02 x 10%

260 0,943 4,74 x 10°

270 0,968 4,45 x 10°

280 0,899 4,62 x 10°

290 0,655 6,12 x 10°

300 0,528 7,13 x 10”

310 0,494 7,59 x 10°

320 | 0,421 ' 8,63 x 10%

II-3~4,- Dosimetria quimica basada en la reduccidn del oxalato de uranilo

(GLICK LEIGHTON, W. y SHANNON FORBES, G.; 1930) (BRACKETT, F.P., y FORBES, G.S.
1933) (FORBES, G.S. y HEIDT, L.J.; 1934).

La fotolisis del oxalato de uranilo, por reduccidn de &ste y des
composicitn del oxalato ha sido muy utilizada en fotoquimica debido sobre
todo a las ventajas que presenta sobre la de ferrioxalato potisico, Estas
son principalmente las derivadas de que el rendimiento cuintico de la foto
lisis del oxalato de uranilo caiga bruscamente a partir de 460 a 480 nm pa
ra dar un valor de cero a 500 nm. Es decir, su gran ipsensibilidad a la -

luz visible.

Por los trabajos de Forbes G.S. (W.G., Leighton and G.S. Forbes;
1930, F.P. Brackett and G.S. Eorbes; 1933 y G.S. Forbes and L.J. Heidt; -
1934) se conocen hoy perfectamente los valores de los rendimientos cuanti
cos en una amplia zona del espectro U.V.. Ver Tabla-II-8. Ademds estos se
han determinado con soluciones de diferentes concentraciones de uranilo y
oxalato y a diferentes temperaturas por lo que se conocen tambidn las con

diciones de mdxima sensibilidad y rendimiento de la reaccidn. El método no
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es aconsejable sin embargo para longitudes de onda por debajo de 210 nm.

TABLA-II-8

Rendimientos cufnticos de la reduccidn fotoinducida del oxalato de uranilo

en funcidn de la longitud de onda y de las condiciones de temperatura

Mnm 0,01 ¥ 0,50, 0,01 M 00,50, 0,01 1 U0,50, 0,02 00, (G&;=CO,)
0,05 M HZCZOZ 0,05 M HZCZOZ 0,05 M HZCZQ2 0,10 HZCZOZ
Leighton and Brackett and Forbes and Valor utilizado en
Forbes 1930 Forbes 1933 Heidt 1934 este trabajo a tem

25° 9,8°C 28°C peratura ambiente.

208 0,48

210 0,51

240 0,62

253 0,63

254 0,64 0,62

255 0,60 .

260 0,62

265 0,58

278 0,59

279 0,59

280 0,62

300 0,57 0,62

313 0,56 0,53 0,56

366 0,49 0,47

406 0,56

435 0,58

460 0,40

494 0,00

de uranilo a una concentracidn final de 2 mM en oxalico 10 mM. Las

En nuestro caso se utilizd acetato de uranilo en lugar de sulfato

solucio-

nes madres 4 mM acetato de uranilo y 20 mM oxalico se conservan en frascos

de color topacio. La determinacidn del &dcido oxalico descompuesto

mediante permanganimetria, utilizando una bureta automitica ABU-12

peachimetro automatico pHM-64 ambos de Radiometer.

se realiza

y un - -
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A partir del c@lculo de los miliequivalentes de permanganato
consumidos, el c3lculo de la fluencia energética se realiza teniendo en
cuenta el volumen valorado, el volumen de muestra irradiado, la superfi
cie de exposicifn de la cubeta, el tiempo de irradiacidn y el rendimien
to cudntico de la reaccifn. Para el caso de tasas en ergios/mm2 S:

Sea:

v = volumen de muestra valorada en ml,

v“= volumen de permanganato consumido en ml.

V = volumen de muestra irradiado en ml,

(c) = concentracidén del permenganato utilizado en la valoracidn en meq Tml
= Rendimiento cu@ntico en Moles Einstein‘l())= 0,62 Moles Einstein™t

2

]

. . . . . . =1
A = valor en ergios de un Einstein (M) de fotones, en ergios Einstein

S = la superficie de irradiacidn en mm

t

= tiempo de irradiacidn en segundos.

v'ml = (c)meq x ml“l Vml - O0,5mmoles . meq

Fluencia Energética =

vml 0,62 moles E

1073 moles mmol™t A erg E’l(> )

S mm2 . t seg.

Agrupando constantes queda:

o 4, v @ v 05 107 a4
Flu. n., en Erg mm seg C ).
eng t v: 0,62 S8

£ . . .
II+-3~5. Determinacidn del flujo fotonico. Estudio comparativo.

7
La determinacidn de la fluencia fotdnica de los diversos sistemas

de irradiacidn empleados se llevd a cabo mediante los tres tipos de dosime
trias que han sido ya descritas ampliamente en el apartado II=3(2-¢)Estas

han sido: la actinometria basada en la reduccidn del ferrioxalato potdsico,
la basada en la reduccidn de la leucobase de verde de malaquita y la basada

en la reduccién del oxalato de uranilo.

Mediante estas tres dosimetrias se obtienen los datos relativos a
la intensidad del haz de fotones que llega a la superficie de la cubeta de
irradiacidn de cada sistema empleado. El tipo de c3lculo en cada caso se ha
detallado tambi&n oportunamente en el apartado II-3(2-4). La técnica dosimé
trica m3s empleada tanto por su rapidez como por su sencillez y comodidad
ha sido la que utiliza la leucobase de verde de malaquita. Cualquiera de -

-_las otrad dos lo han sido en menor grado. De cualquier forma en la Tabla-

-1
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I1-8 se detalla el estudio comparativo de los resultados obtenidos por -
estos tres métodos en la determinacidn de la tasa de fluencia energética
para tres longitudes de onda del espectro U.V. Los valores expuestos son
la media de los valores obtenidos con determinaciones independientes rea
lizadas en dias diferentes durante un periodo de tiempo en algunos casos
de varios meses. El margen de error en estas determinaciones expresado -
entre paréntesis en la parte superior de las columnas, relativas a cada

técnica, representa pues un error que incluye, no solamente el error es-
tadistico experimental de una determinacidn, sino también el debido a -
las posibles fluctuaciones de las lamparas, posicionado de las cubetas,

preparacidn de las soluciones, errores propios de los equipos de medida

utilizados.. etc. a lo largo del tiempo en que se hace la comparacidn. -
Es por tanto este error una medida de la estabilidad del sistema de irra

diacidn.

El error estadistico propio de cada técnica en una determinacidn
es naturalmente menor y aparece en ultimo lugar en las columnas. La media
de los valores medios obtenidos asi por las tres técnicas usadas aparecen
en una cuarta columna y como se ve el error relativo esta dentro del mar-
gen de los errores relativos de cada técnica. Es decir, la coincidencia -
de los resultados de evaluacidn de la tasa de fluencia energética por cual

quiera de los tres mé&todos es muy buena.

En esta misma Tabla se indican tambi&n los tiempos de irradia-
cidn necesarios para que con estos drdenes de magnitud de tasa de fluen-
cia se realice una buena medida en cada técnica. Como se observa son ne-
cesarios tan s8lo del Grden de segundos (15 a 20) para la deteccidn del
fotoproducto formado en la reaccidén fotoquimica de la leucobase de verde
de malaquita. Son necesarios varios minutos en el caso de la actinometria
de ferrioxalato potdsico y del Grden de horas para tener buena sensibili
dad con la técnica del acetato de uranilo. Si a esto le unimos ademds -
el error menor en la determinacidn por el método de la leucobase de verde
de malaquita (1-2%) muy parecido al del acetato de uranilo (1-3%) en com
paracidn con el error de las determinaciones del ferrioxalato potasico -
(2-10%) y tenemos en cuenta la simplicidad metodoldgica de la leucobase

de verde de malaquita (irradiacidn y medida directa de la absorcidn del
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fotoproducto formado) comparada con la del acetato de uranilo (irradiacidn
y valoracidn por permanganimetria) y sobre todo la del ferrioxalato (irra
diacidn, reaccidn colorimétrica, medida del color desarrollado, y todo ello
en la oscuridad) queda justificada la eleccidn de la técnica de determina-
cidn dosimétric§ por la que utiliza la leucobase de verde de malaquita como
técnica de medida y comprobacidn rutinaria de la tasa de fluencia U.V. en -

nuestros sistemas de irradiacién.

A partir de los estudios de la tasa de fluencia incidente se pue

de calcular la fluercia media incidente o exposicidn en una muestra de DNA

que estd siendo irradiada, al tener en cuenta por una parte el tiempo de -
irradiacidn y por otra el apantallamiento producido por unas moléculas - -
sobre otras y que viene condicionado por la absorcidn de la solucidén a la
longitud de onda a la que estamos irradiando. En la Tabla-II-10 se especi
fica la absorcidén de la solucidn de DNA a cada longitud de onda del espec
tro U.V. asi como la correccidn de estas absorciones por la ponderacidn -
realizada al considerar que para cada longitud de onda debido a la rendija
utilizada en el monocromador (a excepcidn de 254nm) la composicidn del haz
es tal que por cada unidad de intensidad de luz de la longitud de onda con
siderada existe ademi3s 0,5 unidades de esa longitud de onda %5 m y 0,1 uni

dades de esa longitud de onda th nm,

Ya indicamos anteriormente (Apartado-II-3-5) como el nimero de -
fotones absorbidos (A Nabs) estaba relacionado con el de fotones inciden-—

tes (A Ni) por un factor de absorcidn Fabs= (l—e_2’30A) cuando el paso &p
tico es de 1 cm,

-2,304

ANabs = & Ni Fabs = ANi(l-e ) = A Ni(l-exp(-2,304))

Esta ecuacidn nos di el nlmero de fotones absorbidos en la primera capa de
fluido. Supongamos ahora que agitamos suficientemente la solucidn como para
que cada molécula (n/cm3) esté expuesta a la misma fluencia L. Si el volG-
men del liquido es V y la seccidn eficaz de absorcidn 0‘;, entonces el ni-

mero total de fotones absorbidos por las nV moléculas sera:

ANabs = L. v .0’2

Usando la relacidn entre la G; y la A ya citada anteriormente U;; 2,30A/n
QNabs= 1(2,30) . A/b . V
Es decir, podemos poner

ANi . Fabs= T .2,30. 4.7V
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Es decir
L= (ANi/V) . Fabs/2,30A= L ., F donde F=Fabs/2,30A

Es decir que la fluencia fotonica media es igual a la fluencia incidente
por un factor de absorcidn que tiene en cuenta el apantallamiento de las

moléculas a lo largo de la cubeta de irradiacidnm.

Los valores de este factor de transformacidn de la fluencia en
fluencia media, calculados a partir de los valores de absorcidn pondera-

dos para cada longitud de onda, aparecen en la Tabla-II-10Q.

El cidlculo de la dosis media absorbida en funcidn de la fluen-
cia media o exposicidn se realiza teniendo en cuenta el % de luz que se
absorbe para cada longitud de onda a lo largo del paso dptico de la cube
ta, segln la expresidn A = log Io/I. Como se observa en la columna que
especifica el % de luz absorbida y dado el espectro del DNA se obtiene -
un rendimiento superior al 85% en todas las longitudes de onda estudiadas
a-excepcidn de 300 nm, al poner la solucidn de DNA a una concentracidn -
de 1,5 U.0./ml. E1 factor de conversidn de la fluencia incidente en dosis
absorbida se obtiene al calcular el %Z de luz absorvida sobre la fluencia

media incidente o exposicidm.

I1-4.- Degradaciones controladas de DNA.

II-4-1.~ Degradaciones haplotd@micas.

La ausencia de roturas simples intrzcadena en los DNAs aislados
si bien permiten obtener DNAs de alto peso molecular, pueden resultar a -
veces puntos de partida no adecuados en experiencias de seguimiento de de
gradaciones de DNA por mecanismos haplotémicos. (Es decir, por produccidn
de roturas simples y fractura del DNA por coincidencia de estas en ambas
cadenas). En estos casos y en los que se necesita muestras de DNA cuya -
distribucidn de pesos moleculares sea la que se obtiene por estos mecanis
mos degradativos se utilizaron DNAs de alto peso molecular a los que se -
trata previamente con DNasa-1l, enzima que produce roturas simples intraca
dena hasta que se alcanza un peso molecular compatible con la densidad de

roturas simples suministrada.

El seguimiento de la degradacidn se realiza en un viscosimetro
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tiﬁo Z2imm-Crothes (Ver II-5-1) en el que se pone una mezcla de reaccidn de
igual relacidn enzima/substrato que la solucidén de DNA que estid tratandose,
El solvente utilizado fue 0,05 M TRIS-HC1l pH=7,5 0,005 M MgCl2 y 0,15 M -
NaCl. Cuandc la reaccidn ha llevado al DNA al peso molecular deseado, se =~
para anadiendo al DNA un volUmen igual de fenol recientemente destilado y

saturado con solucidén 0,15 M Naéi'0,0lS M citrato sbdico mds 1/10 del vold
men de EDTA IM, La emulsidn se alcanza por agitacidn 10 min en frio; tras -
centrifugacidn la capa acuosa que contiene el DNA se dializa exhaustivamen
te para retirar el fenol, Loé detalles de los ensayos de actividad DNasica

aparecen en el apartado II-7-2.

II-4~2.- Degradaciones diplotomicas.

Por degradaciones diplotdmicas del DNA entendemos la fractura -
mecinica de ambas cadenas de DNA a la altura del mismo par de bases. Entre
las causas principales de este tipo de degradacidn est3n, de un modo gene-
ralizado las fuerzas de zizalla. El paso de soluciones de DNA a través de
orificios estrechos bajo presidn produce estas fuerzas tangenciales que -
ocasionan la rotura mecdnica del DNA. La agitacidn violenta con cuchillas
u homogeneizadoras dia el mismo resultado. Por Gltimo los ultrasonidos pro-
ducen también este efecto si bien hemos de considerar la posibilidad de que

simultineamente se estén produciendo también roturas simples intracadena.

De cualquier forma los tres procesos han sido utilizados en este
trabajo en orden a obtener degradaciones controladas de DNA de modo diplo-
tomico. Asi se han utilizado jeringas con diferentes diZmetros de salida,
homogeneizadores de tipo VIRTIS y un equipo de ultrasonidos SONIFIER Mod.
W-185-D. Normalmente se utilizd el paso a través de jeringas para las de-
gradaciones hasta del orden de 8 x lO6 daltons entre 8 y 4 x 10° daltons -
se utilizd el homogeneizador VIRTIS y para pesos moleculares inferiores se

utilizd el ultrasonido.

II-5.- Determinaciones fisicoquimicas del DNA.

II-5-1.- Viscosimetria.

Las medidas de viscosidad se han realizado en un viscosimetro tipo
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Couette, el "Low Shear Viscometer" de Beckman. Consiste en esencia en dos
tubos cilindricos entre los que se coloca la muestra. El cilindro exterior
fijo, esta encamisado para su termostatizacidén., El cilindro interior tiene
en el fondo una pequefia pieza de acero y flota libremente permaneciendo -
centrado por la tensidn superficial del menisco, Este cilindro interior -
es capaz de girar al aplicarle un momento magnético constante mediante un

im3n rotante exterior.

Este viscosimetro, semejante en todo al modelo A descrito por -
Zimm y Crothers (ZIMM, B.H. y CROTHERS, D.M.; 1962), abarca un rango de -
tensidn tangencial desde 0,0001 a 0,3 dinas[cm2 con lo que al trabajar a
concentraciones bajas de DNA, entre 10 y ZQ/AAg/ml se evitan las extrapo-
laciones a concentracidn y fuerza tangencial cero, por ser la viscosidad
intrinseca en estas condiciones independiente de dichos par@metros experi

mentales.

A pesar de ello se ha utilizado la expresidn de Huggins (HUGGINS,

L.M.; 1942) para la correccidn de la dependencia de la viscosidad especifica

medible en el viscosimetro con la concentracidn
Wesp=Viscosidad especl

2 . fica
. = - ' '=
Yesp/C (Vl) K (VZ) C siendo K'= 0,5 C=Concentracidn
(M =viscosidad intrin
seca.
Han sido propuestas una gran variedad de correlaciones empiricas
entre (Vl ) v peso molecular de DNA; entre las mas utilizadas estd la de
CROTHES v ZIMM (1965) que cubre un rango de peso molecular entre 1 y 130x106

daltons

M= Peso Molecilar

0,665 log M= 2,863 + log ( (W ) +5) (W)= Viscosidad intrinseca

Todas las medidas de determinacidn de peso molecular por viscosi
metria fueron realizadas a 25°C en solucién SSC. Tanto la solucidn de refe
rencia como la del DNA se filtraron previamente. La limpieza del viscosi-
metro es esencial y critica en cualquier determinaci®n en este tipo de apa
rato. La concentracién de las soluciones fu@ medida espectrofotometricamen

te en un espectrofotometro PYE UNICAM SP 700,

Cuando se realizaron seguimientos cinéticos de degradacidn de DNA
por mecanismos haplotomicos (en nuestro caso por agentes enzimdticos) se -

utilizd un viscosimetro como el descrito pero equipado con un sistema auto
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matico de medida de tiempos de revolucidn del cilindro interior (rotor) y

de tiempo acumulado durante el transcurso de la cinética.

El tampdn utilizado para el caso de la enzima DNasa-I, 0,015 M
TRIS-HCl pH=7,5 0,010 M MgCl, 0,15 NaCl. En este solvente la correlacidn
entre viscosidad intrinseca y peso molecular del DNA fué€ ya establecida an

teriormente (ACUNA, M.I., MINGOT, F. y DAVILA, C.A. 1976):
0,637 log M = 2,717 + log ( () + 5)

La expresidn de Huggins utilizada anteriormente en la correlacidn
de la viscosidad especifica con la concentracidn de la solucidn es sdlo va
1lida hasta concentraciones de SQ)Ag[ml. Cuando en cinéticas viscosimetri-
cas se utilizaron concentraciones mds altas de DNA (en general del orden -
de 70 a 100/ugbnl) se utilizé la expresidn de Crothes(CROTHERS, D.M. y ZIMM,

B.H.; 1965) que es valida hasta concentraciones de 200 Mg/ml:
rel= Viscosidad relativa
lnylrel [ C = (_h) C= Concentracidn
(h)= Viscosidad intrinseca
Supuesto perfectamente limpio el viscosimetro y las soluciones -
las fuentes de error en la medida experimental son: de una parte la deter-

minacidn de la concentracidn del DNA y de otra la variacidn o el error co-

metido en la medida del tiempo de vuelta de una llenada a otra,

En cuanto a la determinacidn de la concentracidn el error cometi
do al hacer los espectros llenando varias veces la cubeta con la solucidn
es del 0,2 %Z. El error de medida de los tiempos de vuelta se minimiza al -
encontrar las condiciones de trabajo (intensidad del campo magnetico y vo-
lumen de llenado) a las que las variables experimentales, en concreto el -
volumen de muestra afiadida juega el menor papel posible. Asi el error come
tido en varias llenadas diferentes fué del 0,5 % en la zona de volumen de
menor dependencia. En definitiva, la determinacidn de la (W ) se obtiene -

con un error del 1,4 Z,

En cuanto a la estabilidad del viscosimetro automitico, tras su
calibracidn y puesta a punto, se aceptd una situacidn en la que muestrean
do uno de cada 10 valores de tiempo de vuelta obtenidos durante 16 h inin
terrumpidas de funcionamiento se obtuvo un error del 0,6% para el solvente
y de 0,1 % para una solucidn de DNA de n rel de 3,70, es decir, de un tiem

po de vuelta de 235 s.
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II-5-2.- Sedimentacidon de DNA nativo y desnaturado

La obtencidn de pesos moleculares de DNA nativo y desnaturado se
realizd mediante ultracentrifugacidn analitica por el método de velocidad
de sedimentacidn en una ultracentrifuga analitica provista de un espectro

fotometro U.V. y de un registrador electrdnico. El modelo E de Beckman.

El coeficiente de sedimentacidn de las muestras se calculd a -
partir de la pendiente de la recta que ajusta los valores del logaritmo -
neperiano de la distancia en centimetros desde el eje de giro al punto me
dio del limite de sedimentacidén frente al tiempo de rodada en segundos, -
dividida por el cuadrado de la velocidad angular. Es decir:

S= Coeficiente de Sedimentacidn
S =(1/W2) @@/ dt (Ln)) W= Velocidad angular
tiempo
radio de giro

T

La dependencia con la concentracidn de los DNAs nativos se corri

L - - -
gid extrapolando a concentracidn cero, para lo cual es necesario por tanto
rodar muestras de diferentes concentraciones para cada DNA. En el DNA des-

naturado se hace innecesaria esta correccidn por no existir tal dependencia.

La correccidn a condiciones estandar, es decir, el valor que ten
dria el coeficiente de sedimentacidn si las moléculas sedimentan en agua a

20°C se hizo mediante la expresidn:

520.4" Sobs. chrrp20 c)HZO(l’lsolv./‘zuzo) (1-3 20,1 / (1-% PTsolv)
donde: SZOW= Coeficiente de sedimentacidn corregido a condiciones estandar.

azua a 20°C,

v TZ*{20°C= Viscosidad del agua a la temperatura de la rodada re
lativa a la de 20°C

h solvt[}1H20= Viscosidad relativa del solvente
v= Volumen especifico parcial.
/920,W= Densidad del agua a 20°C

farsolv.= Densidad del solvente a la temperatura rodada,

Las sedimentaciones de DNA nativo se realizaron en soluciones SSC
y las de DNA desnaturado en SSC al 2% en formaldehido. Las viscosidades re
lativas de estos solventes son 1.032 y 1,106 y las densidades relativas --
son de 1.013 y 1,015 para SSC y SSC al 2% formaldehido respectivamente. Como

volumen especifico parcial se utilizd en ambos el valor 0,55.(HEARST, J.E.

1962). Para la determinacidn del peso molecular del DNA nativo se ha uti
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lizado la calibracidn de ZIMM y CROTHERS (1965) aceptada generalmente en

toda la bibliografia y que nos da buenos resultados cuando utilizamos -

DNAs de pesos moleculares conocidos como calibracidn (DNA—X v DNA-SPP1):
M= Peso molecular

- o =
2,7) S 20,W SZOW extrapolado

a concentracidn cero.

_ o
0,445 log M= 1,819 + log (S 20,0

Para la determinacidn de pesos moleculares de DNAs desnaturados
se ha utilizado la expresidn que d& cuenta de la calibracidn realizada an
teriormente en este laboratorio (MINGOT, F., JORCANO, J.L., ACUNA, M.I.,
DAVILA, C,A.; 1976)

(0]
20,W

El método de desnaturacidn utilizado fué el de Davison (DAVISON,

0,386 log M= log S - log 0,059

P.F. y FREIFELDER, D.; 1964) que ha sido utilizado Gltimamente con gran -
profusién en este campo; consiste en la adicidn de un volumen igual de --
NaOH 0,2 M al DNA. Tras 30 s a temperatura ambiente, se afade otro volumen
igual de formaldehido al 35% que al reaccionar convalentemente con las ba-
ses del DNA desnaturado por el alcali evita la renaturacidn al neutralizar
después con 0,179 volimenes de KH,PO, 1 M, Tras la neutralizacidn las mues

2" 74
tras se dializan durante la noche frente a SSC al 2% en formaldehido.

II-5-3.~ Sedimentacidn en gradiente de sacarosa

La centrifugacidn en gradiente de sacarosa es un método empleado
para la determinacidn del coeficiente de sedimentacidn de una macromol&cu-
la. El método funciona perfectamente cuando se introduce un DNA de referen
cia. En nuestro caso se ha utilizado el m&todo no como sistema para la de-
terminacidn absoluta del coeficiente de sedimentacidn, sino como sistema -
comparativo entre diferentes preparaciones. Esto es posible porque en las
condiciones utilizadas el coeficiente de sedimentacidn es aproximadamente
proporcional a la distancia sedimentada, como consecuencia de la.compensa
cidn del aumento radial de la fuerza centrifuga y el aumento de la densidad
de sacarosa. Las determinaciones absolutas se llevaron a cabo por ultracen

trifuga analitica o por determinacidn de la viscosidad.

El método de sedimentacidn en gradiente de sacarosa es sin embar
go particularmente aplicable al caso de la sedimentacidn de DNA marcado. -
El gradiente se preforma artificialmente en el tubo antes de la centrifuga
cién. Se utilizd para ello un formador de gradientes lineales de densidad

-SPINCO. Los gradientes utilizados fueron del 5 al 20% peso/volumen de saca
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rosa en 0,14 M. cloruro sddico y 0,3 M, hidroxido sBdico ajustando el pH
a 12,3 con hidroxido sddico 1 M. para los gradientes alcalinos. Se utilizd

un rotor oscilante, el SW-39,

La localizacidn de las muestras tras la centrifugacidn en ultra
centrifuga Spinco-L2 se realiza mediante recoleccidn de fracciones por -
puncidn de la parte inferior del tubo y posterior elucidm bajo presidn -
controlada. Alguna de las muestras se destina a refractometria con objeto
de comprobar la linealidad del gradiente. La cuantizacidn de las muestras
se realiza por contaje en centelleo liquido. El medio de contaje ha sido

ya descrito en el Apartado-II-2-7,

II-5-4,- Electroforesis de DNA en gel de agarosa

La electroforesis en gel de idcidos nucleicos ha sido ampliamente
utilizada y con &xito en el estudio de RNAs (LOENING, V.E.; 1967) (BISHOP,
D.H. et al. 1967), pero cuando se ha intentado aplicar al estudio de DNAs
el gran tamafio de esta macromolécula ha dificultado enormemente su utiliza
cidn. En este sentido Thorme (THORME, H.V.; 1966) (THORME, V.H.; 1967) ha
separado DNA del virus del polioma del de su c&lula huesped mediante electro
foresis en gel de agar. Mas recientemente, en un intento de correlacidn --
entre movilidad electroforetica y peso molecular de DNA TAKAHASHI, M. et -
al. (1969) encuentran una relacidn inversa entre la movilidad electroforé-

tica y el coeficiente de sedimentacidn del DNA—SH de T, intacto y sonicado,

trabajando en placas de 25 x 2,5 cm. Posteriormentezy en placas simila-
res (GARCES, F.; 1971) se realizd una primera correlacidn entre PM del - =-
DNA—3H de E. coli medido por cromatografia centrifugada en DEAE-Celulosa -
(MINGOT, F. y DAVILA, C.A.; 1974) y movilidad electroforetica encontrindo-
se una dependencia lineal entre 5,5 y 1,0 x lO6 daltons. Pesos moleculares

superiores no eran distinguibles.

En 1972, C. Aaig y P, Borst (AAIG, C. y BORST, P.; 1972) encuen-
tran en la electroforesis un excelente método para la separacidn de DNAs
circulares y DNAs lineales asil como incluso, DNAs circulares abiertos y -
DNAs circulares cerrados de muy alto peso molecular y trabajan con DNAs -
frios cargando y detectando lfg. de DNA por tincidn con Bromuro de Etidio
de los geles. Tras el destefiido las bandas de DNA se hacen visibles al -

fluorescer cuando se les ilumina en la oscuridad com luz U.V.
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FIG.11-6.- MIGRACION ELECTROFORETICA DEL DNA EN FUNCION DEL PM.
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En 1973 AYWARD, H. y SMITHG,, han encontrado la correlacidn -
entre PM de DNA desnaturado y movilidad electroforetica entre 35 y 2x106
32

daltons trabajando con DNAs-""P de T5 en geles de agarosa—acrilamida en

tubos verticales.

Nosotros utilizando el sistema de deteccidn de Aaig y Borst y
en condiciones similares a las suyas, hemos encontrado una correlacidn -
entre PM del DNA nativo y velocidades de migracidn en geles verticales -

de agarosa entre 60 y 3 x 106 daltons (Ver Fig, II-6).

En nuestras condiciones la velocidad de migracidn de diversos
DJIAs permanece constante con el tiempo, aunque la banda de DNA se va en-
sanchando a medida que avanza. Este ensanchamiento esti de acuerdo con la
heterogeneidad de la muestra, asi DNAs muy homogéneos como los de fagos
apenas si se ensanchan y DNAs de timo sonicados llegan a ocupar varios cen
timetros del gel. Este hecho unido al de que la velocidad de migracién per
manezca constante con el tiempo ofrece la posibilidad de estudiar DNAs de
gran heterogeneidad y bajo peso molecular ya que si tras 3 horas de migra
cidn presentan una banda de varios centimetros sdlo es de algunos milime-
tros tras media hora de electroforesis, con lo que resulta perfectamente

posible medir su posicidn. Fig-I1I-7.

La electroforesis de dos DNAs degradados por mecanismos diplo y
haplotomico de tal forma que en estada nativo el segundo sea de mayor tama
fio que el primero y en estado desnaturado sea el primero el mayor nos sirve
de comprobacidn de la conservacidn del DNA en estado doble helicoidal duran

te la electroforesis, Ver Fig-I1I1-8,

Las bandas fluorescentes del complejo DNA-Br-Etidio pueden ser —-
fotografiadas. Los detalles de la t&cnica desde la preparacidn del gel hasta

la obtencidn de las fotografias aparecen en el Apéndice-II-5-1,

II-5-~5.- Desnaturacidn térmica de DNA nativo

Los estudios de transicidn de la estructura nativa doble helicoi
dal del DNA a DNA desnaturado de cadena simple, aparte de ser un valioso -
método de caracterizacidn de DNA dada su diférente estabilidad con la com-
posicidn a igualdad de fuerza idnica, es también un método de estudio de -

las perturbaciones creadas en el DNA por las radiolesiones. Especialmente
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nos referimos a las lesiones U.V. pues los fotoproductos formados ademis
de absorber diferentemente en la zona U.V. pueden afectar a las propieda

des del biopolimero.

Este tipo de estudio se realizd en un espectrofotometro VARIAM
equipado con un programador de lectura de espectros automatico y un regis
trador HEWLETT~-PACKAR con accesorio para el registro de la temperatura. -
El sistema de termostatizacidn estd formado por un termostato COLORA y un
portacubetas termostatizable, Al COLORA se le ha incorporado un VARIACK -
que permite la subida gradual y lineal de temperatura entre muy amplios -
margenes de velocidad. La temperatura se toma directamente de la cubeta -
merced a la inclusidn en ella de la soldadura.de un termopar calibrado. -
En cada desnaturacidn se realizaron numerosos espectros entre 330 y 220nm.
En las condiciones de trabajo utilizadas son perfectamente distinguibles
dos DNAs de muy diferente composicidén en bases, como SPPl (48%) y M. Luteus
(73%) de una mezcla a partes iguales de ambos., Ver FigII-9., Las muestras
irradiadas con luz U.V, a diferentes X y dosis fueron desnaturadas en -
estas condiciones y tras la representacidon del % de variacidn del efecto
hipercromico frente a la temperatura se estudid la variacidn de la tempera

tura media de transicidn térmica asi como la forma de esta transicidn.

II~-5-6,~ Determinacion de dimeros de Pirimidina en DNA irradiado

La determinacidn analitica y cuantitativa de los fotoproductos
formados en el DNA tras la irradiacidn con luz U.V. ha sido estudiada am-
pliamente en los Gltimos 13 afios en orden a temer a punto métodos de sepa
racidon de los fotoproductos de las bases y de los fotoproductos entre si.
Existen en la actualidad dos métodos que ofrecen los mejores resultados,
la cromatografia sobre papel o capa fina y la electroforesis. Las diversas
condiciones en que han sido utilizados ambos estin justificadas por la -
variedad de intenciones y condicionamientos de los fotoproductos en estu—
dio. As1 cuando se trata de fotoproductos inestables cuya vida media a 0°C
puede ser desde algunas horas a algunos minutos se ha utilizado la electro
foresis de alta velocidad en papel - bajo presidn y a temperatura proxima
a 0°C. (TREEMAN, K.B. et al.; 1965) (JOHNS, H.E. et al. 1965). Recientemen
te la cromatografia en capa fina se ha utilizado mucho, particularmente en
la separacidén de fotoproductos de acidos nucleicos, en general se admite -

que las placas posean mejor resolucidn entre dos fotoproductos que se sepa



0oaviavyyl YN 30 SOavZiioyaiH N3 h<u 30 A L1 30 SOY3INWIA 30 NOIDVIIHIINIAT-"01-11 'Ol

. e VM 7\1\(?1 ol a y \ {I{xﬁ?J}Q;}H Vv
NN W / AT -
0QYZI11080a (J\» BEE | A
-IH 3 oavim \Y, 1 1 L
~YHYI YNO-HC _ 1 L] (1
- . NV, o u8 PN, T h v
Y = ) A
//. 1 AN -
/,\\ irﬁ\
svaviavuyr | | } I
SYQY13I9N0ID -
0113v4n 1 1 N
+YNIWIL-HC S8 \a
34—~
AN Y\w\.jl\? st = o - AN YAt na {ﬁl( v
| ' h (.
h | A /,\
vavi139n03 : I
vovIgvyyl . I8
YNIWIL~H 1 o
—r <] - A P e TV D ] b~ VP WS S 1=
\s\vkt ~
N\ | A _ i}
J\.
YNIWIL-H, 1 B e
_ _ o _ =il _
T _




123

ran mal que el correspondiente papel cromatogrdfico. El corto periodo de
tiempo para el desarrollo de las placas asi como el disponer de una gran
variedad de Rfs para los fotoproductos de los &cidos nucleicos son también
ventajas de este método.(VON WILUCKI, I. et al; 1967). Sin embargo la cro
matografia en papel para el caso de fotoproductos estables sigue ofrecien
do excelentes resultados. Numerosos son los sistemas que han sido desarro
llados (WACKER, A.; 1963) (SMITH, K.C., 1963) (JOHNS, H.E. et al. 1964) -
(SETLOW, R.B. et al. 1964) (VARGHESE, A.J.; 1970) (ZIEREMBERG, B.E. et al.
1971)... de entre ellos los mads utilizados han sido los de A, WACKER (1963)
H.E. JOHNS (1964), R.B., SETLOW et al. (1964) pero principalmente el de --
K.C. SMITH (1963). En nuestro trabajo hemos utilizado este Ultimo sistema
que permite la separacidn de los dimeros de Tﬁ} de los de f/E + 6ﬁ; de la

Tl

El hidrolizado se realiza tras la precipitacidn y evaporacidn a
sequedad del DNA—BH irradiado en acido formico a 175°C. La deteccidn de la
posicidn de las manchas se realizd leyendo los cromatogramas en un conta-
dor proporcional PHILIPS. Los detalles desde la hidrolisis hasta la cuan-
tizacidn de las manchas por contaje en centelleo liquido aparecen especifi

cados en el Apéndice-II-5-2,

Los dimeros que incluyen citosina no son detectados como tales,
sino que durante la hidrolisis la citosina pierde su grupo amino para dar
lugar a uracilo, es decir; en realidad 1o que se detecta es ademads del di
mero de fA& los de T/B + ﬁﬁ&. Por esta razdn se utilizan como patrones de
identificacidn estos mismos dimeros o mezclas de ellos obtenidos por irra
diacidn de soluciones congeladas de timina—3H con uracilo. Estos patrones
fueron siempre cromatografiados simultineamente en cada grupo de muestras
de DNA analizadas. Cada muestra se analizd por cuadruplicado o sextuplica
do, Los Rfs de la timina y de los dimeros son: Rf=T = 1,00 Rf—{& = 0,46
Rf-f% = 0,31, (Ver Fig-II-9),.

Como es ldgico suponer con este sistema de marcado no se puede
detectar la presencia de dimeros de C/% ya que el marcaje es especifico -
de la timina, sin embargo hemos de tener en cuenta que el rendimiento cuan
tico de la formacidn de este tipo de dimeros es mucho menor que el de los
de fﬁh y el de estos menor también que el de T/E. S3lo en caso de DNAs cuyo
contenido en guanina-citosina es muy alto su nivel es importante. La cuan-

tizacidn de este tipo de dimero nos obligaria al marcaje inespecifico del
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DNA con 14C con las comnsiguientes complicaciones posteriores de separa-

cidn de bases y de fotoproductos, o bien un marcaje especifico pero doble,
es decir, marcaje con (:j.mina-:j Hy citcsina—l4c. La gran cantidad de DNA -
'necesario para la realizacidn de este trabajo, ademds de las anteriores -

consideraciones nos han hecho desistir por el momento de esta posibilidad.

APENDICES DEL APARTADO 5

Apéndice II-5-1.- Electroforesis de DNA en gel de agarosa

Los geles se preparan disolviendo agarosa al 0,5% en el tampdn
utilizado como electrolito al hervirla durante 30 s; tras enfriar a 40°C
la solucilbn se anade a tubos de vidrio de 250 mm de longitud y que poseen
un diametro interno de 8 mm; en el fondo del tubo se colocan unas piezas
de gasa o nylon que se tapan con tapones de goma hasta que se completa -
la gelificacidn, despuBs y tras retirar los tapones de goma, las piezas
de gasa impiden que el gel se escurra. La superficie del gel se corta =--
horizontalmente medio cm por debajo del borde superior del tubo en donde
se coloca la muestra.

El tampOn electrolito fu&: 0,04 M TRIS pH= 7,7 , 2mM EDTA-Na -
0,02 M acetato-Na ajustando finalmente con 3dcido acetico a pH= 7,7. Las
muestras de DNA contienen entre 1 y 2Ahg de DNA y 10% sacarosa (P/V) en
el mismo tampdn. La corriente aplicada constantemente a lo largo de la -
electroforesis fué de 5 mA por tubo.

La tincidn se realiza introduciendo los geles 2 horas en una -
solucidn que contiene 100 Mg de bromuro de etidio/ml en 50 mM azetato sodi
co, acido acetico pH= 4,57 El etidio que no se ha unido al DNA se retira
realizando varios cambios de 2 horas en el mismo tampdn de tincidn pero
sin bromuro de etidio,

La posicidn de las bandas de DNA en los geles se determina ilu
minando en la obscuridad con una lampara germicida a 254 nm y los geles
pueden ser asi fotografiados utilizando un filtro que absorba luz U.V., =-
Nosotros hemos utilizado el G-3X LW-1,5 VOIGTLANDER.

Apéndice-II1-5-2.- Determinacidn de d imeros de pirimidina

Las muestras de DNA—3H irradiadas procedentes del monocromador
se separaron en 2 fracciones y las procedentes de las limparas de baja -
presion de Hg (PEN-RAY) en 3, A cada fraccidn, aproximadamente 1 ml, se
le afiade 50 A\1 de SAB a 5 mg/ml y se precipita con 1 ml de dcido percld
rico (PCA) 0,6 N en frio. Se deja durante 10 min vy se centrifuga 15 min a
399 rpm. El sobrenadante se tira v el sedimento se lava con 1 ml de PCA -
0,3 N. Tras la nueva centrifugacidn el sedimento se evapora a sequedad en
evapcratubos.

Al precipitado seco se le anade 0,5 ml de acido formico y los
microtubos en los que se han realizado todas estas operaciones se cierran
herméticamente en tubos de acero inoxidable. La hidrolisis se realiza en
bado de aceite o arena a 175°C durante 60', Una vez enfriados se evaporan
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de nuevo a sequedad. El1 hidrolizado final seco se disuelve en 50 M1 de
ClH 0,1 N para colocar después manchas de 20 1 en cada cromatograma., -

De esta forma ie obtlenen 4 3 6 cromatogramds por cada muestra de DNA,
Se uso wmain M ) v ‘
’ La cromatografla descendente se realiza con butanol / acetico/

H,0 80/ 12/ 30 durante 16 a 18 horas. Tras la elucidn se secan los croma
togramas y se recortan uniéndose por sus extremos para ser leidos en un

contador proporcional de cromatogramas en dos escalas si es necesario -

para poder observar bien tanto la timina como los dimeros, dada su dife

rencia cuantitativa.

Una vez localizados las manchas con los registros obtenidos, =--
estas se recortan y se cuentan en centelleo liquido en medio de PPO al 7%
en tolueno. El contaje de las manchas y el fondo se realiza varias veces
y despu@s se calcula el porcentaje de los dimeros de T y de los de C +
con respecto a la timina,

II-6~ Transformacidn bacteriana.

I1-6-1,- Introduccidn

Cualquier intento de evaluacidn bioldgica de las lesiones causa
das por un agente, asl como la de su reparacidn debe ser tal que mida la
desaparicidn o recuperacidn de una actividad bioldgica de la molécula en
estudio. En nuestro caso no es por tanto suficiente con las cuantizacidn
de las lesiones tras la irradiacidn, sino que es ademis necesario realizar

experiencias conducentes a medir la actividad especifica del DNA.

En este sentido, las experiencias de polimerizacidn de DNA con
DNA-Polimerasa utilizado el DNA en estudio como molde, sdlo nos indicarian
la‘conservacidn en su caso de la estructura bicatenaria del DNA, sin embar
go las experiencias de transformacidn son capaces de medir las perturbacio
nes causadas en el contenido informativo del DNA, cuya conservacidn lleva

ya implicita la restauracidn estructural del DNA.

Aparte de los condicionamientos propios de este tipo de experien
cias en lo que a desarrollo de la competencia se refiere, existen otros -
que derivan directamente del estado en que se encuentre el DNA que se sumi
nistra a las c&lulas. Asi en nuestro sistema de transformacidn en el que -
el DNA se integra en la c&lula como DNA monocatenario, la dependencia de -
la eficiencia de la transformacidn con el tamafio del DNA es evidente. Por
tanto el perfecto conocimiento de esta dependencia, dentro de lo que permi

ten las tdcnicas de recuento de viables en placa, es condicidn indispensa
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ble en cualquier intento de evaluacidn de actividad bioldgica del DNA.

Por otra parte y en nuestro caso necesitamos como células competentes -
unas que no sean capaces de reparar por si mismas las lesiones que hemos
causado; es decir, mutantes especificos incapaces de reparar las lesio-

nes causadas por la luz U.V.,.

Se utilizaron pues dos sistemas de transformacidn: el sistema
B.subtilis uvr+/DNA uvr’ y el sistema B.subtilis uvr /DNA wr' & DNA uvr .
"En el primer caso se utilizd la cepa B.subtilis Ty~ Trp y como DNA trans
formante el obtenido a partir de la cepa B.subtilis 168 prototrofica, - =
(Ambas fueron donadas por el Dr, Portolesl).Las condiciones de desarrollo
de competencia y medios de cultivo aparecen detallados en el apéndice-II-
6-1. En el segundo caso se utilizd la cepa B.subtilis uvr Tir~ Trp—(gumi
nistrada por el Dr. Venemaz)el DNA utilizado fué el obtenido a partir de
la cepa B.subtilis 168 prototrofica o de la cepa B.subtilis uvr Tir+ Trp+.
El método de desarrollo de competencia (HANS-JOENJE) condiciones de la -

transformacidon y medios de cultivo aparecen en el Apéndice-II-6-2.

En la Fig-II-10 aparecen los resultados obtenidos en la determi
nacidn de la eficiencia de la transformacién en funcidn del peso molecular
del DNA donador utilizando los dos sistemas de transformacidn antes descri
tos. En ambos sistemas el DNA utilizado fué el mismo, es decir, el obteni-
do a partir de la cepa B.subtilis 168 prototrofica. Las muestras de DNA de
diferentes tamafios moleculares se obtuvieron mediante degradacidn diploto-~
mica como ya ha quedado descrito en el Apartado-II-4-2. Como se observa en
la Fig=-II-10 no existen diferencias apreciables en la capacidad de trans-
formacidn entre ambos sistemas en funcidn del tamafio del DNA donador. Ademis
podemos decir que existe muy poca dependencia en la eficiencia de la trans
formacidn para DNAs por encima de 30 x 106 d. que esta llega a ser tan sdlo
de un 10% con respecto a un DNA de 40x 106 d. para un DNA de 10 x 106 d. y
que la eficiencia de transformacidn cae por debajo del 0,1% para DNAs meno
res de 2 x 106 d. En la Tabla-II-ll- aparecen detallados los-resultados de

la calibracidn

APENDICES DEL APARTADO II-6

II- 6-1,- Sistema de transformacidn B.subtilis uvr+/DNA—uvr+

10 ml de medio GMl se inoculan y se dejan crecer durante la noche

1.-
2.- GERARD VENEMA, Institute of Genetics, University of Groningen. The Netherlands
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a 30°C sin agitacidn en el brazo de un matraz con brazo lateral. Al dia -
siguiente la densidad Optica del cultivo es de aproximadamente 0,6 UO

a 500 nm. Entonces se pone a crecer en el matraz a 37°C y a 250 rpm hasta
que el cultivo alcanza el comienzo de la fase estacionaria, lo que sucede
aproximadamente a las 2 horas y media. Entonces se incuba 90' m3s con lo
que la densidad optica final alcanza las &4 a 5 UO-

1 ml del cultivo asi obtenido se diluye 10 veces en medio GMZ,
se incuba 1 hora a 37°C y a 250 rpm hasta que alcanza 0,8 UO/ml de creci-
miento Alicuotas de 1 ml de este cultivo a las que se les afiade 10 Mg de
DNA transformante se incuban’ 30 min a gran agitacidn.

El contaje de viables tras la transformacidn se realiza a par-
tir de un tubo al que no se le ha afadido DNA. Las diluciones se realizan
en solucidn salina esteril (0,15 M WaCl) y la siembra en placas de agar -
nutritivo,

El contaje de bacterias transformadas se realiza por el mismo
procedimiento pero en placas de agar minimo que ha sido suplementado con
todos los requirientes de la cepa bacteriana a excepcidn de Trp. El grado
de dilucidn para conseguir un buen recuento depende del tratamiento que -
se le ha realizado al DNA.

La cepa de bacterias utilizada en este sistema de transformacidn
fué B.subtilis 168 Ty Trp y el DNA transformante fué el obtenido a par-
tir de la estirpe prototrophica B.subtilis 168.

La composicidn de los medios GMl y GM2 es la siguiente:

GMl: Para 1l litro de medio:

(NHQ)SO& eiieciriresesees 2,0 g,
KoHPO4X3H20 .+ vevvenenennn 18,34 g.
KHoPOf v ovvemenecensennnes 6,0 g.
Citrato S$8dico veveivawese. 1 g
Mg504x7H20 Cieeenresneses 0,2 g,
GlUuCOSEa .evivsrsrnnssaness 9,0 g,
Ext. levadura ....vevee0.. 1,0 g
Ac. Casaminico ...vieeee... 0,2 g.
Timina ...veeiiinenreneass S mg.
Triptofano ....viveveeeess 5 mg.
GM2 Estd compuesto por el GMl mi3s: 10 ml. deCaCl,, 0,05 My 2,5 ml,
x'fgClz 091 M.

- + -
I11.6.12.- Sistema de transformacidn B.subtilis uvr /DNA-uvr ., o DNA-uvr

A partir de una colonia de células crecida en placa de agar con ac.
casamino, triptofano vy tirosina se inocula un matraz con medio minimo suple
mentado y se deja crecer durante la noche a 37°C y a 250 rpm. A la madana sz
guiente est3a a 2 UO a 500 nm, E1 cultivo se diluye en medio Botti-Wilson
hasta que queda a 0,12-C6,17 UO después se agita durante 3 horas y media a
37°C a 300 rpm. Despu@s se diluye de nuevo a mitad, esta vez con medio minimo
vy se agita 2 horas y media a 300 rpm. Alicuotas de 0,9 ml a las que se afade
0,1 ml de DNA a aproximadamente 100{Ag/ml se incuban en tubos a 370 rpm duran
te 30', despuds se afiade 0,1 ml de”DNasa a 50 Ug/ml y se deja agitando 5' mis.

Tras las diluciones pertinentes la siembra de las cé&lulas se reali
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za en agar nutritivo para el contaje de viables y en agar minimo suplemen
tado con todos los requirientes genéticos de la estirpe bacteriana utili-
zada a excepcidon del Trp.

La cepa bacteriana utilizada en este sistema de transformacidn
fud: B.subtilis 269 Trp Tir~ uvr . E1 DNA fu en su caso o bien DNA pro
cedente de la cepa B.,subtilis 168 prototrophica o de la cepa B.subtilis -
062 (uvr prototrophica también).

Como medio de cultivo del inoculo de noche se utilizd un medio
minimo suplementado con dcido casaminico, tirosina y triptofano:

Medio de noche para 1000 ml:
Medio minimo:

GlUuCOSA tssevsssansncensnas O g
MECl) teviassssascnsaseees 0,005 mM,
KZHP04 tesr s e er e s s vsssen e 14,0 g
KHoPOs{ vevveneesvnoenaeees 6,0 g
(NH) 9S04 vvvvvvnnnnnneeses 2,0 g,
Citrato s0dico .vvevveeees. 1,0 g,

Suplementos:
Ac, Casaminico ...v040e00.. 8 ml de 0,2 g. en 160 ml.
L. Tirosina +evsvveessseses. 1 ml de 2,5 mg/ml
L., Triptofono ..¢evsvevsess 1 ml de 2,5 mg/ml,

El desarrollo de la competencia y la transformacifén se realizaron
en medio Botti-Wilson; para preparar 50 ml se mezclan 40 ml de medio minimo
con 1 ml de cada uno de los siguientes aminoacidos a 2,5 mg/ml cada uno: va
lina, jisina, treonina, glicocola, argimina e histidina; 1 ml de aspartico y
de metionina a 5 mg/ml cada uno; y por Gltimo 1 ml de tirosina y triptofano a
2,5 mg/ml cada uno.

II-7-1.- Actividad Optica., Dicroismo Circular de soluciones de DNA.

En el estudio de las propiedades Gpticas de los acidos nucleicos,
los espectros de dicroismo circular presentan ventajas informativas sobre -
los estudios de dispersidn rotatoria dptica, aunque ambas esten perfectamen

te relacionadas, pues son manifestaciones de una misma propiedad.

En efecto, la a:xtividad Sptica reflejo de una asimetria estructu
ral que implica el giro del plano de polarizacidn de la luz incidente, cuan
do se observa sobre la banda de absorcidn produce ademi3s la eliptizacidn de

la luz planopolarizada.

Si bien los monomeros del DNA ya presentan actividad dptica, da-
da la existencia de carbono asimétrico en la desoxipentosa, el dinucleotido
presenta una desproporcionadamente mayor actividad Optica respecto de los -
componentes, indicando la presencia de una estructuracidn de orden superior,
por supuesto también asimétrica; se trata de la aparicidn de la h&lice., Este
efecto en la actividad dptica producido por la h&lice no depende del grado -

de polimerizacidn, permaneciendo constante a partir de grados de polimeriza-
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cidén muy bajos.

La siguiente estructuracidn de orden superior que supone la doble
hélice del DNA no va acompafiada de modificaciones cuantitativas importantes
en la actividad oOptica, aunque si de variaciones cualitativas de los espec-

t ros de dicroismo circular.

Las diferentes variaciones geometricas admisibles dentro de la -
estructura doble helicoidal, presentan tambi&n variaciones cualitativas en

los espectros de dicroismo circular.

Todas estas variaciones cualitativas en la actividad Optica pue
den ser por tanto un importante instrumento en la adquisicidén de informacidn
acerca de las repercusiones geometricas que tiene la presencia de alteracio
nes locales en la doble hélice como consecuencia de la aparicidn de dimeros

de pirimidina.

La magnitud observable que hemos utilizado a la hora de cuantizar
y comparar estos efectos ha sido la elipticidad \P ; relacidn entre los semi
ejes menor y mayor de la elipse de polarizacidn resultante. Esta magnitud -

esti relacionada con los coeficientes de absorcidn molar de la muestra para

luces circularmente polarizadas a derechas e izquierdas.

En la prictica y en la zona de independencia de tamanio molecular
(que se consigue por encima de la decena de nucleotidos) la magnitud habitual

es la elipticidad molar por residuo ( 9 ).

Se utilizd un espectrofotdmetro CARY-60 con accesorio de dicroismo
circular que proporciona directamente el valor de la elipticidad, que se redu
ce a eliptigidad molar por residuo dividiendo por el paso Optico de la cubeta
utilizada en centimetros y por la molaridad en nucleotidos de la muestra de -
que se trate y multiplicando por un factor 100 que es necesario introducir de
bido a que la unidad de elipticidad se definid inicialmente para un decimetro

de paso Optico:

(%)

(9) =100(Y /1) Y
1

m

Elipticidad Molar por residuo

Elipticidad

Paso Gptico en centimetros

Molaridad por residuo

La concentracidn de la muestra se determind espectrofotométricamen

te; 1 U.0. de DNA por ml a 260 nm son SO/Mg de DNA por ml.

Ademds se ha utilizado, para la comparacidn de nuestros resultados
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experimentales con otros de la bibliografia la magnitud, elipticidad especi

fica (‘f ); es decir, la elipticidad referida a peso de substancia:

S D)
(Y=Y Y

d

[od

Elipticidad Especifica

Elipticidad

Paso Optico en decimetros

Concentracidn en gramos por litro

Al utilizar valores relativos dentro de un mismo espectro, para
su comparacidn con otros, se puede utilizar el cociente de los valores di-

rectos de Elipticidad, es decir, VY CD+/\PCD- .

II-7.- Metodologias enzimaticas

II-7-1.- Aislamiento purificacidn v ensayos de la UV-Endonucleasa

La U.V.-Endonucleasa ha sido aislada a partir de M. luteus de acuer
do con el procedimiento general utilizado por Grossman, (Grossman et al., (1968),
Kaplan et al (1969), Kushner et al (1971 a y b)) que ha servido de base para -
casi todos los procedimientos descritos despu@s para el aislamiento de esta em

zima a partir de diversos materiales de partida.

Se parte de 250g. de pasta congelada de M. luteus, que se resuspenden
en 1040 ml de 0,01 M fosfato potidsico pH=7,5 y se ponen a 37°C durante 30' con
80 ml del mismo tampdn en el que han afiadido 360 mg de Lisozima. Tras la lisis
celular, la solucidn tremendamente viscosa, se enfria lo mads rapidamente posi-
ble hasta 4°C y se trata con uyltrasonidos hasta que desaparece la viscosidad,
sin dejar que la temperatura ascienda por encima de los 4°C. La solucidn asi -
conseguida se centrifuga a 23.000 xg. durante 30', El sobrenadante, entre 1000
y 1100 ml, constituye la fraccién-I-, y como promedio de 20 aislamientos resul
ta a una concentracidn de 18 a 20 mg/ml. Alicuotas de ! ml de esta fraccidn se
guardan a -30°C para realizar despu@s los ensayos de actividad. La actividad -

especifica de esta fraccidn medida por liberacidn de -

P. por la accidn simul
tanea de la enzima contenida en la fraccién y la Fosfatasa alcalina sobre - -

DNA—32P—P£§i es de 50 U/mg siendo una unidad la cantidad necesaria de enzima -
para en las condicion;s del emsayo liberar lOJﬂﬂmoles de 32?. (Ver mas adelan-

te).

A 1100 ml de la fraccidn-I- se le afade 126 ml de dextrano T 500 al -
20% en 0,01 fosfato potdsico pH=7,5 peso/peso, 354 ml dc polietilenglicol 6000

al 30% peso/peso en el mismo tampdn y 185 g de NaCl., Tras 2 horas de agitacidn
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la separacidn de las fases se consigue tras 15' de centrifugacidn a 5000 xg.
La fase superior se dializa durante 15 horas (en lugar de 3 horas segin - -
Grossman) frente a 0,01 M fosfato potdsico pH=7,5, 10% etilenglicol 1 mM -
EDTA, 5 mM B-Mercapto-etanol (Grossman sdlo pone el tampdn y el etilenglicol).
La dialisis se continfia durante otras 6 horas mds (en lugar de 4 horas ma3s -

seglin Grossman) con otros 18 litros del mismo tampdn.

Esta etapa de dialisis es ya bastante critica, y a partir de ella -
la enzima se muestra extraordinariamente inestable., Tras la dialisis la solu
cidén de la enzima estd turbia, por lo que se centrifuga durante 10' a 30000xg.
El sobrenadante, aproximadamente entre 1400 y 1500 ml,constituyen la fraccidn-
II- y como promedio de 20 aislamientos resulta a una concentracidén de 6 a 8 -
mg/ml y con una actividad por el mismo ensayo que la fraccidn-I de 80-100 U/mg.

Alicuotas de 1 ml se conservan congeladas a -30°C.

Estas dos fracciones son las menos inestables a la congelacidn y des
congelacidn permaneciendo con actividad muchos meses si se las conserva conge

ladas a -30°C sin necesidad de afnadir DNA de Timo.

La Fraccidn-II- entre 1400 y 1500 ml se deja agitando ligeramente con
fosfocelulosa Pll equilibrada previamente en tampdn fosfato 0,005 M pH=7,5 -
10% etilenglicol, 1 mM EDTA, 5 mMiﬂ-Mercapto-etanol (Grossman sdlo utiliza el
tampdn con el etilenglicol) durante la noche a 4°C. Después se compacta en una
columna refrigerada a 4°C sobre la que tras lavar con 200 ml del mismo tampdn
pero 0,05M, se pasa un gradiente lineal de 1200 ml entre 0,05 y 0,5 M fosfato
potasico pH=7,5 10% etilenglicol, 1 mM EDTA, 5 mM,B~Mercapto-etanol. Se reco-
gen fracciones de aproximadamente 12 a 15 ml en las que previamente se ha pues
to DNA de Timo para que quede a una concentracidn final de 25//Ag/ml. La pre-
sencia del DNA a partir de este momento es estrictamente necesaria para la es
tabilidad de la enzima. La enzima eluye en la zona de 0,3 M del gradiente. Las
fracciones de mas actividad se relnen para dar del orden de 200 ml a 0,6mg/ml
con una actividad con el mismo ensayo va citado de 500 Uk /mg. Esta es la frac-
cidn-III-. A partir de este momento cualquier descenso de la fuerza ionica pro
duce una precipitacidn que aunque es reversible no lo es la recuperacidn de la
actividad que se pierde con la precipitacidn. La enzima obtenida asi y concen-
trada 10 veces mediante dialisis frente al mismo tampdn pero con 10% Polietilen
glicol, ha sido la utilizada hasta ahora en las experiencias de reconocimiento
y liberacidn de dimeros de pirimidina en DNA—3H de E.coli con el concurso de -

la DNA-Polimerasa de E.coli. Ver resultados en el apartado III-9.

Esta fraccidn asi concentrada da un pico bastante simétrico por elu-
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cidn en una columna K26/80 de Sephadex-G-75 equilibrada con el mismo tampdn
y calibrada con Azul Dextrano, Hemoglobina, SAB-bovina, SAB-huevo, Quimotrip
sinogeno y Citocromo c¢ (pesos moleculares de 64,500, 67.000, 45,000, 25,000
y 12.500 respectivamente para las proteilnas), que se sitQla entre las dos Gl
timas pero muy prdxima al Citocromo c¢ (Ver Fig-II-1l1-) es decir, de un peso
molecular de aproximadamente 15.000 a 16.000 como el descrito para esta en-

zima por diversos autores.

Aunque el método descrito por Grossman utiliza a partir de la Frac
cidn-III concentrada la accidn simultanea de una columna de Sephadex-G-75 -
como la descrita conectada al llegar a la eluccidn de la zona de peso molecu
lar de la enzima a otra de DNA-Pg}i-Celulosa, el tiempo necesario para llevar
a cabo estas dos Ultimas etapas nos ha conducido siempre a recuperaciones muy
bajas. Por eso nos hemos visto obligados a poner a punto otro método llegado
este momento para purificar la enzima en el menor tiempo posible y con rendi

mientos compatibles con la experimentacidn que deseamos después realizar.

Asi, en lugar de realizar un gradiente lineal continuo para la obten
cidn de la fraccidn fosfocelulosa hemos optado por realizar extracciones suce
sivas con 150 ml cada vez de 0,05, 0,10, 0,15, 0,20, 0,25, 0,30 y 0,35 M. Fos
fato potdsico, 10% Etilenglicol, 1 mM EDTA, 5 mMﬂ—Mercaptoetanol. Los sobre
danantes obtenidos de las fracciones 0,25, 0,30 y 0,35 M fosfato potasico se
reinen en aproximadamente 400 ml que suelen salir a 0,6 mg/ml a los que sé les
afiade DNA de Timo hasta una concentracidén final de 25 Mg/ml y se les pone in
mediatamente a dializar frente a 2000 ml del mismo tampdn pero con 10% polie
teilenglicol, 10% etilenglicol y 1% glicina con dos cambios hasta que queda -
aproximadamente entre 100 y 150ml. Después se realiza un cambio de dialisis -

mas con 2000 ml de 1% glicina 10% etilenglicol.

La solucidn asi obtenida, algo turbia, se homogeniza con un homoge-
neizador de embolo. 95 ml de esta solucidn se mezclan con 3,5 ml de Anpholi-
tos pH=7-9, 1,5 ml de Anpholitos pH=9-11 y 0,5 ml de Anpholitos pH=3,5-10 v
5 g de Sephadex G-75 superfino preparado para electroenfoque preparativo en
placa. E1l lecho del gel estendido sobre una placa de 25x12,5 cm con los anpho
litos y la preparacidn enzimitica se dejan evaporar en frio hasta que se pier
den aproximadamente 30 g de peso. Despu@s el electroenfoque se realiza en un
equipo Multiphor al que se le incorpora un equipo Colora de refrigeracidn ha
ciendo circular por la placa de refrigeracidn una solucidn de glicerina dilui
da a 4°C: Entre 13 y 24 horas son necesarios para que las proteinas se concen

tren alrededor de su punto isoel@ctrico. Como anolito se utiliza anpholitos -
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de pH=9-11 y como catolito acido fosforico 0,1 M. Como marcador se utiliza
Citocromo ¢ que se aflade una vez formada la placa a lo largo de uno de los

bordes.

La U.V.-Endonucleasa tiene un punto isoel@ctrico de aproximadamente
9, las fracciones con ese pH y las prdéximas se eluyen conjuntamente, se rel
nen y concentran mediante dialisis en 0,3 M fosfato potasico pH=7,5 10% eti
lenglicol, 1 mM EDTA 5 liB—Mercapto-etanol con 10% polietilenglicol. El res
to de las fracciones, hasta 30, en que se divide la placa, se eluyen y dia-
lizan con el mismo tampdn pero sin polietilenglicol. La medida del pH del -
gradiente del electroenfoque se realizd en experiencias paralelas en las que
la eluccidn de las fracciones se realizd con agua destilada. A las fracciones
dializadas se les determina la concentracién de proteinas y como se observa -
en la Fig-II-12- la recuperacidn de proteInas de punto isoel&ctrico prdximo -
al de la U.V.-Endonucleasa es bastante pequefia. Como el DNA que tenia la frac
cidn concentrada procedente de la extraccidn en fosfocelulosa Pll también se
enfoca y por supuesto a pHs lo m3s acido que permite el gradiente, es decir -
al otro extremo de la placa donde aparece la U.V.-Endonucleasa, es mnecesario
en la eluccidn de las fracciones del electroenfoque afadir DNA de Timo a una

concentracidn final de 25 Mg/ml.

La fraccidn asi obtenida se pone a -30°C sin congelar para lo que se
le afiade previamente un volimen igual de Glicerina al 98%. La enzima asi pre
parada y conservada permanece con altos niveles de actividad mas de un mes. -
Esta fraccidn es la que se ha utilizado en las experiencias de reconocimiento
de dimeros por medida de la densidad de roturas simples en DNA-SPPl irradiado

con U.V. mediante estudios analiticos de sedimentacidn.

El aislamiento completo de la enzima hasta estos niveles dura aproxi

madamente entre 8 y 10 dias.

El ensayo de actividad U.V.-Endonucleasa utilizado es el descrito por

Grossman et al (Kaplan et al, 1969) que mide la liberacidn de 32P de DNA-32

P-
PiPi por la accidn simultZnea de la U.V.-Endonucleasa y la Fosfatasa alcalina.
El DNA se irradia con luz U.V, de 254 nm hasta la saturacidn de dimeros de -
pirimidina. E1 DNA32P utilizado debe de tener una actividad especifica entre
10 y 1Q0 c.p.pm,[/gumol y ha de estar limpio de 32? contaminante asi como con
el menor nimero de terminales fosfato intracadena. En ocasiones es necesario
un tratamiento previo con Fosfatasa alcalina para liberarle de estos fosfatos
terminales. La eliminacidén de la fosfatasa después se consigue por desprotei

nizacidn con cloroformo-isoamilico, centrifugacidn y dialisis de la fase acuo
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sa, La Fosfatasa alcalina debe de ser de la de grado-Il, es decir, sin conta
minantes fosfodiesterasicos; en nuestro caso hemos utilizado la suministra-
da por Boerhinger and Mannhein aislada a partir de intestino de ternera y -
de una actividad especifica de 400 U/mg medida por liberacidn de fdsforo =~

utilizando como substrato paranitrofenolfosfato.

La mezcla de reaccidn de 1l ml contiene: 0,15 ml de DNA-BZP—ﬁgﬁi
a 75 Ug/ml, enzima y ajustado el volimen a 1 ml de forma que quede 0,003 M
TRIS-HC1 pH=7,5, 0,010 M MgClz. La reaccidn se lleva a cabo durante 30 min.
a 37°C. Después se precipita con 1 ml de acido percldrico al 0,7% adadiendo
antes 0,2 ml de DNA de Timo de ternmera a 2,5 mg/ml para ayudar a la precipi
tacidn. Tras 10 min. en frio se centrifuga 15 min a 12.000 xg. El sobrenadan
te se tira y el sedimento se resuspende en 1,65 ml de NaOH 0,1 M. Tras la -
resuspensidén se lleva a pH=8,0 con 0,2 ml de TRIS-HC1 2,0 M pH=6,45. Tras
la neutralizacidn se afiade de 1 a 2 unidades de: dsfatasa alcalina y se in-
cuba a 45°C durante 30 min. Tras la liberacidn de los fosfatos se precipita
el DNA con dcido percldrico al 7% en frio. Grossman utiliza a continuacidn
la centrifugacidn, pero nosotros hemos obtenido mejores resultados mediante
filtracidén en Millipore de diametro de poro de 0,45 U. Los filtrados se cuen
tan en medio de dioxano y se calcula los);)hnmles de 32? liberado en funcidn
de la actividad especifica de la preparacidn de DNA en el momento del conta-
je.

Los problemas mas importantes derivados de esta marcha analitica
de determinacidn de roturas simples proceden de las contaminaciones que se

presentan bien en forma de 32

P libre, bien en forma de mononucleotidos u =~
oligonucleotidos de cadena corta que no precipitan bien en la segunda preci
pitacidn. En efecto, la primera precipitacidn tras la actuacidn de la UV-En
donucleasa, es probablemente la mas segura aunque no llega a ser nunca mas
del 957% del DNA para el DNA control, es decir para aquel DNA que al menos -
teoricamente no ha sufrido ninglin ataque enzimidtico. Ademds en esta precipi
tacidén lo que nos interesa, a fin de cuentas, es el precipitado, y por tan-
to, serd suficiente con que el nivel de precipitacifn sea igual en el caso
del control que en el caso de las muestras tratadas con la UV-Endonucleasa.
La segunda precipitacidn en cambio se realiza sobre un DNA que ha sido des
naturado en mayor o menor grado en la resuspensidn con NaOH 0,1 M; de hecho
en la practica, la velocidad de resuspensidn después depende mucho de la -
concentracifn de proteinas en la muestra y &sta, puede ser muy diferente de
unas fracciones a otras del aislamiento. Tras la resuspensidn y posterior -
neutralizacidn hasta pH=8,0, se realiza una incubacidn a 45°C. Por lo tanto,

tras la precipitacidn, la separacidn por sedimentacidn de las fracciones so
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soluble e insoluble en dcido es ahora mas dificil, pues es necesario conse
guir que sedimenten oligonucleotidos muy pequefios. La filtracidén, en lugar
de la sedimentacidn, mejora esta separacidn aunque de nuevo los mononucleo
tidos y oligonucleotidos de cadena corta puedan también aqui aunque en me-

nor grado, pasar el filtro,

Con objeto de evaluar hasta que punto estas criticas pueden obli
gar a tomar ciertas precauciones a la hora de cuantizar las roturas simples
introducidas por la UV+Endonucleasa en DNAs irradiados con radiacidn U.V.,
hemos medido la eficacia de la filtracién como sistema de separacidn de DNA
macromolecular de fosfato libre. Asi mismo en estas experiencias, que se pre
sentan a continuacidn, se ha evaluado la eficacia de una extraccidn selecti
va con molibdate amonico e isobutanol-benceno (1/1) del fosfato libre de los
filtrados. En la Tabla-II-12 se reflejan los resultados obtenidos asi como

las condiciones experimentales en las que se llevd a cabo la determinacidn.

Como se observa, cuando lo que se precipita y filtra es solamen

2 . - . g -
te 3 P, casi todo &l pasa el filtro y mas del 95% del filtrado aparece des
pués en la fase organica y sdlo del orden del 4,5% aparece en la fase acuo

sa; la recuperacidn entre ambas fases es de aproximadamente del 100%.

Cuando lo que se precipita es DNA—3H, todo el DNA precipitado se
retiene en el filtro, solo filtra el 0,24% y aqui la mayor parte del filtra
do aparece en la fase acuosa. Por {ltimo, cuando lo que se precipita es DNA-
3H—32P, de nuevo el 99% del DNA precipitado se retiene en el filtro, no apa
rece nada en la fase organica, ya sea contando 32P o contando 3H. El filtra
do aparece en la fase acuosa. En definitiva pues la precipitacidn y filtra-
cidn es bastante eficaz, mejor que el 95%, y la extraccidén selectiva del -
32P en la fase organica es tambi&n mejor que el 95%.

Cuando a un DNA-3H-32P se le anade cantidades crecientes de 32P

y se realiza la precipitacidn y extraccidn, se comprueba ademds que la ex-
traccidn es cuantitativamente significativa. En efecto, en la Tabla-II-13

se encuentran expresados los resultados obtenidos de esta forma con un DNA-
31-325 a1 que se le ha afiadido: 0, 354, 708, 1.416, y 2.832 cpm de 2P,
Tras la filtracidn, el contaje del tritio filtrado nos indica un nivel de -
filtracidn del 5,5% como promedio. Por su parte el contaje en 3ZP nos indi-
ca que por encima de las 2.086 cpm del control aparecen en cada muestra las
cpm anadidas c;mo 32P, es decir: 2.795 cpm frente a las 3.3500 cpm esperadas
en la muestra III, 3,304 cpm frente a las 3.500 cpm esperadas en la muestra

IV 5.145 cpm frente a 4.910 cpm esperadas en la muestra Y v solo la muestra
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II se separa apreciablemente de lo esperado, 3.157 cpm frente a 2.450 cpm.
Esto mismo sucede también tras la extraccidn del fdsforo en la fase organi
ca, apareciendo en cada muestra las cpm del control mas las anadidas en ca
dé muestra, es decir: 229 cpm para el control, muestra I, 420 cpm, aproxi-
madamente igual al control mas las 354 cpm afadidas, para la muestra II, -
8l5 cpm, aproximadamente igual al control mas las 708 cpm anadidas para la
muestra III, 2,310 cpm aproximadamente igual al control mas las 1.410 cpm

afiadidas para la muestra IV y 2,940 cpm aproximadamente igual al control -

mas las 2.830 cpm afdadidas para la muestra V,

Los altos valores del contaje de 32P en medio dioxano de la fase
acuosa, indican la presencia de mononucleotidos u oligonucleotidos pequefios
que no se extraen en la fase organica y que de no haber hecho la extraccidn
se contabilizarIan como 32P libre. De hecho de las 2.086 cpm en 32P que apa
recen en el filtrado del control solo 225 son de 3ZP libre. Por Gltimo, in-
dicar que la suma de los contajes obtenidos en ambas fases rinden valores -
proximos al 100% para casi todas las muestras y para ambos isotopos con res
pecto a los valores de los filtrados.

Cuando un DNA—3H—32P que lleva varios dias disuelto en solucidn

salina citrato (0,15 M NaCl, 0,015 M citrato sbdico) y que por tanto posee
algunas roturas simples producidas por autorradiolisis, se trata con fosfa
tasa alcalina y después se precipita y filtra, el filtrado presenta una re
lacidn tritio/fosforo de 1/2,6, en comparacién con el valor de 1/1,7 que -
se obtiene en este DNA recién disuelto. El tanto por ciento de DNA no pre-
cipitable que pasa el filtro en el control es del 3,057 siendo el 4,68% en
el DNA con roturas simples; segiin esto y de acuerdo con el método descrito
por Grossman, tendriamos un 1,63% de fosfatos liberados por la fosfatasa -
alcalina en la muestra respecto del control. Ver Tabla-II-14,

Cuando esta misma experiencia la realizamos continuando con la
extraccidn del 32P filtrado, observamos que pasamos de una relacidn tritio/
fosforo en el filtrado de 1/2,4 a 1/3,6 (muestra y control) a una relacidn
1/20,7 a 1/10,0 (muestra y control) en la fase organica; es decir, hemos -
purificado notablemente el 32P libre del filtrado con respecto al tritio,
es decir, con respecto a mononucleotidos y oligonucleotidos de cadena corta.
En la fase acuosa sin embargo la relacidn tritio/fosforo tiene los mismos -
valores que en el DNA original en el control, es decir, 1/1,6 a 1/1,7, e in
cluso valores inferiores en la muestra, es decir, 1/0,9. Con estos datos -

ahora, la cantidad de fosforo liberado por la fosfatasa en la muestra con -
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respecto al control serad: el 54,85% del 2,14% del filtrado menos el 44,277
del 1,62% del filtrado, es decir el 0,45%. Ver Tabla-II-l4, )

En definitiva pues, siempre que exista cierta contaminacidn en
el DNA que estamos estudiando de 32P libre o formando parte de mononucleo
tidos u oligonucleotidos de cadena corta la determinacidn del fdsforo libe
rado por la fosfatasa alcalina a nivel de filtrados, estarid sobreestimando
la cantidad de roturas simples introducidas en el DNA., Asi determinaciones
precisas de esta magnitud necesitaran de la extraccidn selectiva del 32P.
Hemos de indicar sin embargo que el ensayo tal y como lo describe Grossman
puede ser utilizado eficientemente como ensayo rutinario de seguimiento de
actividad UV-Endonucleasa, siempre que se trabaje con DNAs recien aislados
y con una buena marca en 32P. La determinacidén cuantitativa de roturas sim

ples por este método debe de ser tomada sin embargo con gran prudencia.

II-8-2.~ Otras enzimas utilizadas.

Ademds de las enzimas ya comentadas, se han utilizado la DNA-En
donucleasa-I- de pancreas suministrada por Boerhinger and Mannhein, para -
diversos tratamientos. El ensayo de actividad utilizado esti basado en el
descrito por Kunitz, M. (1950). Consiste en la medida del incremento de ab
sorcidn experimentado por una muestra de DNA cuando como consecuencia de -
una fuerte digestidn enzimatica los fragmentos de DNA se desnaturan. Una -
unidad para nosotros, es la cantidad de enzima que en las condiciones del
ensayo, produce un efecto hipercrdmico de 0,0l unidad de absorbencia por -

minuto sobre un DNA a 1 unidad de absorbancia a 260nm.

La mezcla de reaccidn contiene por ml 50 Ug de DNA de timo de -
ternera, enzima y ajustado todo ello a 0,015 M NaCl, 0,05 M TRIS-HCl pH=7,5
0,00SM'KgClz. El seguimiento de la reaccidn se realiza en un espectrofotd-

metro de doble haz con portacubetas termostatizable y a 25°C.

La DNA~Polimerasa-I- utilizada es la suministrada por Boerhinger
and Mannhein, aislada a partir de E.coli con una actividad especifica de -
2,500 a 5.000 unidades por miligramo de acuerdo con el ensayo descrito por
Richardson, C.C. et al (1964). Una unidad es la cantidad de enzima necesaria
en las coundiciones del ensayo para producir la incorporacidn de 10 mUmoles -

de dTTP-3H en Poli(dAT) utilizado como molde.

La mezcla de reaccidn contiene: 110 Ul de tampdn fosfato pH=7,4
0,016 ¥, 50 UL de MgCl, 0,042, 50 Ul de/:' ~Mercapto-etanol, 0,006 M, 20 Ul
de dATP 1 mM, 20 Ul de dTTP-3H I mM, v 50 Ul de Poli(dAT) que contienen 6

mJmoles y 20 Ul de enzima. La incubacidn se realiza durante 30 min, a 37°C
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La reaccidn se para anadiendo en frio 0,1 ml de DNA de timo de ternmera a
2,5 mg/ml y 2,5 ml de &cido percldrico 1 N. Tras 10 min. en frio, se fil
tra en Millipore de 0,45 U de tamafio de poro y se lava después con 2,5ml

del mismo dcido, cuatro veces. Los filtros secos se cuentan en medio-4-
(Ver apartado-1I-2-7-).
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CAPITULO III

EXPOSICION E INTERPRETACION DE RESULTADOS

III.1l,- Determinacidn de la densidad de roturas simples en DNA de E.coli

irradiado a diferentes longitudes de onda y exposiciones.

La densidad de roturas simples por nucleotido en DNAs que habian -
sido irradiados a diferentes longitudes de onda y dosis, se obtuvo del es
tudio de los limites de sedimentacidn de estos DNAs tras desnaturacidn y -

sedimentacidn en ultracentrifuga analitica. (II.5.2.).

Se estudiaron cinco longitudes de onda: 300t10 nm, 280t10 nm, - -
260t10 nm, 254 nm y 240t10 nm. Los resultados obtenidos en el andlisis apa
recen reflejados en la Tabla-III-l1 y estidn representados en la Fig-III-1., -

Estos valores son los resultados medios obtenidos en la determinacidn de la

densidad de roturas simples y sus desviaciones tipicas. En la Tabla-III-1
aparecen también los valores maximos de las pendientes para cada serie de -
determinaciones, calculados a partir de la desviacidn de la media de los -

valores de cada serie y del intervalo de dosis estudiado.

Es necesario hacer hincapie en que, a excepcidn de la preparacidn

de DNA utilizada en la serie de irradiaciones a 240t10 nm, cuya densidad -

de roturas simples inicial era de (l,37t0,14)x10-4 roturas simples/nucleo

> r.s./n.. Es decir,

6

tido, todas las demas preparaciones tenian de 2 a 4 x 10~
un peso molecular medio de los fragmentos de DNA desnaturado entre 8 y 16x10
daltons; lo que supone de 1 a 5 roturas simples por molécula de DNA nativo.
En definitiva pues, se ha trabajado con preparaciones de DNA que a pesar de
proceder de una bacteria (E.coli), merced al método de aislamiento utilizado
(IT.2.2.) apenas poseen roturas simples intracadena, lo que permite trabajar
en condiciones de gran sensibilidad a la hora de determinar la aparicidm de

nuevas roturas simples.

Como conclusidn podemos decir. pues, que en las condiciones de irra
diacidn utilizadas (soluciones de DNA en 0,15 M. NaCl, 0,015 M, citrato sd-
dico y en ausencia de oxIgeno v en atmdsfera de nitrdgeno) la irradiacidn
con dosis crecientes de radiacidn U.V. de soluciones de DNA de E.coli y en -
el rango del espectro estudiado (300 nm a 240 nm) no se producen incrementos

en la densidad de roturas simples detectables por el método de determinacidn
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empleado. Teniendo en cuenta el error de las determinaciones se puede decir
entonces que de producirse algiin incremento en la densidad de roturas simples
éste es siempre menor de (0,1 a 0,9):’(10-5 roturas simples por nucleotido de
DNA por cada 106 ergios/mmz, en cualquiera de las longitudes de onda estudia
das, sin que se observe ninguna tendencia, en este margen, en funcidn de la

energia de la radiacidm.

I11.2.- Estudio del proceso de formacidn de dimeros en DNA de E.coli irradia-

dos con radiacidn U.V. a diferentes longitudes de onda, mediante determina-

cidn quimica de la formacidn de dimeros.

A A
I11.2.1.- Determinacidn de dimeros de pirimidina ( TT v CT ) en DNA—BH de

E.coli irradiado a diferentes longitudes de onda del espectro U.V. Determina-

cion de las secciones eficaces del proceso de dimerizacidn y monomerizacidm.

Las soluciones de DNA—3H de E.coli en 0,15 M. NaCl, 0,015 M. citrato
sbdico y en atmosfera saturada de nitrdgeno se irradiaron con dispositivos
apropiados que permitieron la irradiacidn a diferentes longitudes de onda,

con una agitacidn adecuada y un posicionado reproductible. (II.3.1.).

Las dosimetrias de las irradiaciones se llevaron a cabo mediante actino

metrias de diversos tipos. (II.3.2.3.4.)

En las Fig.-III-2 a 6, se presentan los resultados obtenidos en la de
terminacidn del porcentaje de dimeros de timina-timina ( f} ) y de timina-
citosina ( é% ) con respecto a timinas totales para diferentes longitudes de
onda: 30010 nm, 280710 nm, 260<10 nm, 254 nm y 240710 nm, y exposiciones.
La fluencia energética media o exposicidn se ha expresado en unidades de
Einstein por metro cuadrado (E/mz). Cada valor representado es el resultado
de la media de 4 a 6 determinaciones, tan sd6lo algunos son el resultado de
la media de menos de 4 o md3s de 6 determinaciones. Las bandas representadas
arriba y abajo de los valores son los errores estimados en el proceso total
de la determinacién cromatogrdfica utilizada, en funcidn del porcentaje de
dimeros respecto de timina que se detecta. Las curvas representadas son el
resultado del ajuste de los datos experimentales a una funcidn l-Exponential,

utilizando el programa MINUIT en el centro de Cdlculo de la J.E.N.
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Esta funcidn utilizada, D=kPo/(k+r) (l—e'_(k"\'r)L

), es la que resulta
de la consideracidén del fendmeno estudiado, formacidn y deformacidn de di
meros, tras una serie de simplificaciones que han sido ya discutidas en -

la introduccidn de esta memoria. (I.7.,2),

Tras el ajuste de los datos experimentales a esta funcidn, se han -
obtenido los valores de saturacidn de porcentaje de dimeros (D*=kPo/(k+r))
v los valores de las pendientes, es decir, los valores de las secciones -
eficaces de la reaccidn global de dimerizacidn y monomerizacidn (k+r) para
cada longitud de onda y tipo de dimero considerado. Estos valores aparecen
reflejados en la Tabla-II1I-2, A partir de ellos y conociendo el valor de -
Po, es decir, el valor de la frecuencia dinucleotidica del DNA en cuestidn,
se puede calcular el valor de k v de r; es decir, el valor de las secciones
eficaces del proceso de monomerizacidn (r) y de dimerizacidn (k). Estos va
lores asi calculados con datos de Po obtenidos de la bibliografia aparecen
también en la Tabla~-III-2, donde se indican los errores evaluados en la de
terminacidn de todos estos parametros. La discusidn de estos resultados se
har3d conjuntamente con la de los valores del rendimiento cudntico calculado

a partir de ellos, mids adelante,

Volviendo de nuevo ahora a las graficas de las Fig-III-2 a 6, observa;
mos que el porcentaje de T respecto de T es siempre superior al de é% para
una exposicidn dada. La relacidn entre el porcentaje de los dimeros de 7 -
v los de é% aparece en la Fig-III-7, donde podemos observar que en el limite
tendiendo a cero de exposicidn esta relacidn tiende a uno, lo que puede in
terpretarse como que al comienzo de la irradiacidn la probabilidad de forma
cidn de un dimero de Tt y de ¢T tras la absorcidnm de un fotén U.V. es la -
misma, aunque después la probabilidad de monomerizacidn de los dimeros es -
mavor en los dimeros de é& que en los de f%. (Ver valores de las Secciones

ficaces de monomerizacidn y dimerizacidn en la Tabla-III-2), En la Tabla-
ITI-3 se han expresado el valor del porcentaje de dimeros que supone un 997%
del valor de saturacifn asi como, la exposicidn a la que se alcanza ese valor
para cada longitud de onda y en cada tipo de dimero, Asi mismo se indican -
estos dos mismos valores para la relacién de los dimeros de f& y de 6&, es
decir, los valores del 997 de la relacidn f}/é% y la exposicidn a la que se

alcanza.

A
Como se oktserva la saturacidon de la formacidn de dimeros de TT se alcanza

t
a valores de exposici®n mayores cuanto mayor es la longitud de onda, aunque -
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son muy parecidos por debajo de 260i10 nm. Parecida situacidn se produce
con el dimero de é} sobre todo en la clara diferenciacidn entre longitu-
des de onda por debajo y por encima de 260i10 nm. Adem3s dado que.la expo
sicidn de saturacidn de los dimeros de f} es siempre mayor que la de los
de é& los valores de exposicidn de saturacidn de la relacidn de {} y é}

A
es muy parecida a la de TT,

III1.2,2.- Espectros de accidbn y rendimientos cuinticos de los procesos de

dimerizacidn y monomerizacidn.

El espectro de accidn muestra la dependencia espectral dentro de un
rango concreto del espectro, de la eficiencia monocromatica relativa de la
radiacidn con respecto a un efecto considerado. En este caso frente a la
formacidn de dimeros a partir de sus monodmeros de pirimidina en el DNA, asi

como a la monomerizacidn de &stos.

En las Fig-III-8 y 9, se han representado los valores de las secciones
eficaces, calculadas a partir del andlisis quimico de la formacidn de dime
ros, en funcidén de la longitud de onda, para los procesos de dimerizacidn
y monomerizacidn. Junto a ellas se han representado los espectros de absor
cidn del DNA, timina, citosina y dimeros de f&. (No se dispone del espectro
del dimero CT).

De la Fig-III-8-, se desprende que los espectros de accidn de la for
macidn de dimeros de f} y de é% son cualitativamente, y dentro del error ex
perimental, cuantitativamente tambi&n, iguales. Ademis, el espectro de accidn
asi obtenido identifica al DNA o si acaso a la timina (no a la citosina) como
moléculas responsables de la absorcidn de los fotones U.V. que dan lugar des

pués a la reaccidn fotoquimica.

En la Fig-III-9- se observa cierta similitud entre los espectros de
accidn de la monomerizacidn de los dimeros de {} v de é% pero son cuantita-
tivamente diferentes., En cuanto al espectro de accidn del dimero de {%, se
observa cierta correspondencia con el espectro de absorcién del dimero de {}
a longitudes de onda por enzima de 260 nm. Longitudes de onda mas bajas va

no ajustan bien,

A partir de las secciones eficaces de formacidn de dimeros y de su

monomerizacidn, se puede calcular el valor de los rendimientos cuanticos pa
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ra cada longitud de onda, si conocemos el coeficiente de absorcidm molar y por
tanto la seccidn eficaz de absorcidn, de las mol&culas implicadas en la trans

formacidn considerada.

Asi, para el cidlculo de los rendimientos cudnticos de la formacidn de
dimeros, hemos utilizado tanto las secciones eficaces de absorcidn del DNA co
mo de la timina. En la Tabla III-4 aparecen detallados los valores de las -
secciones eficaces del proceso de dimerizacidn para ambos tipos de dimeros -
({E y é%) en m2/fot6n, asi como los valores de los coeficientes de absorcidn
molar del DNA, a las distintas longitudes de onda en estudio, que han sido -
calculadas experimentalmente mediante anilisis espectral y determinacidn co-
lorimétrica de fdsforo. También se presentan los valores de las secciones efi
caces calculadas a partir de ellos. Los mismos valores se presentan para la =-
timina a partir del andlisis espectral realizado por nosotros y el valor del
=7.900) tomado del Handbook

264nm
of Biochemistry. A partir de ambos valores: secciones eficaces de formacidn -

coeficiente de absorcidn molar en el maximo (E

de dimeros y secciones eficaces de absorcidn se han calculado los rendimien-
tos cudnticos, que aparecen en las columnas 5 y 8 de la Tabla. En todo momen

to se han tenido en cuenta los errores correspondientes a las determinaciones.

Como se observa claramente de la comparacidéu de los resultados del cil
culo de los rendimientos cuinticos a partir de los datos espectrales del DNA,
tanto para el dimero de {} como el de é}, los valores de los rendimientos cuin
ticos son muy parecidos a las diferentes longitudes de onda, solo algo mas ba
jos a 240t10nm. El valor medio asi obtenido, incluyendo los valores de 240%100m
es de 0,1310,004 para la dimerizacidn del {E y de 0,0lSt0,00S para la dimeriza
cidn del é&.

Por el contrario cuando se utilizan los datos espectrales de la timina
en el cidlculo de los rendimientos cudnticos, los valores obtenidos a 300 10am
son muy superiores al resto de las longitudes de onda en tanto que los valores
a estas Ultimas son muy parecidos a los obtenidos con el espectro del DNA. Asi
los valores medios obtenidos con el espectro de la timina son: 0,0l7t0,0l3 y

+
0,020-0,017 para la dimerizacidn del f& y del é% respectivamente,

En conclusidn, los valores de las secciones eficaces de formacidn de di
meros de {% y el rendimiento cuidntico obtenido en todo el rango del espectro -
estudiado son del mismo orden de magnitud a los determinados por otros autores
en DNA (Patrick M.H. 1977) no asi las secciones eficaces de formacidn de dime-

ros de é& y sus rendimientos cuinticos.
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I11-3.~- Determinacidn de dimeros de timina-timina en DNA—3H de B, subtilis

B. cereus y SPP-1l. Determinacidn de la seccidn eficaz del proceso total.

En un intento de ampliar los conocimientos del proceso de- formacidn
de dimeros en DNA se han marcado diversos DNAs de diferente composicidn con
timina-3H para la determinacidn cromatogridfica de los dimeros de f% produci
dos tras irradiacidn a diversas longitudes de onda y dosis del espectro U.V.
Se estudiaron los dimeros producidos por la luz U.V. de 300t10 nm 280%10nm y
260t10nm en el caso de los DNAs de B. subtilis y B. cereus, asi como estas -

tres longitudes de onda v también 254 nm para el caso del DNA de SPP-1,

El tratamiento de los datos fue en todo semejante al anterior. La de
terminacidn de la seccidn eficaz del proceso se realizd tras encontrar el valor
de los dimeros a saturacidn que mejor ajustaban la recta obtenida al represen

tar el log(D*-D)/D*) frente a la dosis.

Los resultados obtenidos aparecen en la Fig-III-11, 12, y 13 para los
DNAs de B.subtilis, B.cereus y SPPl respectivamente. Las curvas representadas
son las resultantes con los valores de la seccidn eficaz y de saturacidn obte
nidos en el ajuste realizado para cada longitud de onda. Estos valores de las
secciones eficaces y de los porcentajes de dimeros a saturacidn aparecen en -
la Tabla-III-6 junto a los obtenidos en el caso del DNA de E.coli para su com

paracidn.

En la Fig-III-1l4- se han representado los valores de estas secciones
eficaces del pfoceso de formacidn de dimeros de {& junto con las obtenidas en
el estudio del DNA de E.coli, y como se ve en el espectro obtenido al enfren-
tarlas en funcidon de la longitud de onda es muy parecido en todos los casos a
pesar de ser DNAs de diferente composicidn en GC. Es necesario destacar en este
sentido que si bien a priori parece 13gico esperar una mayor produccidn de dI
meros en el caso del DNA de B.cereus cuyo contenido en GC es mucho menor que
el de E.coli no lo serla sobre esta misma base esperarlo de los DNAs de B.sub
tilis o SPP-l cuyo contenido es muy semejante en el caso del primero y solo
algo inferior en caso del segundo; sin embargo los resultados experimentales
indican tambi&n en estos dos casos una mayor produccidn de dimeros poniendo de
manifiesto la importancia que la frecuencia dinucleotidica de los DNAs tiene
en el rendimiento final de dimeros, por encima de la composicidn en GC. Sdlo

en situaciones en las que la composicidn de los DNAs se refleje de un modo alea
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torio en su frecuencia dinucleotidica se podra correlacionar directamente
el nivel de dimeros alcanzado a cada longitud de onda con el contenido en
GC. Por tanto un tratamiento exhaustivo en la determinacidn de dimeros en
todos los DNAs posibles de diferentes composiciones en GC, de difeientes
origenes para un mismo GC etc. lograra informarnos acerca de esta dependen
cia composicional para la determinacidn del nivel de dimerizacidn de los

distintos DNAs a cada longitud de onda.

III.4.- Determinacidn de la variacidn de la temperatura media de fusidn (ATm)

del DNA de E.coli irradiado a diferentes dosis v longitudes de onda. Correla-

AN
cidn entre la variacidn de la Tm v el porcentaje de dimeros de (TT+CT).

Los estudios de la transicidn t&rmica de la estructura bihelicoidal
(Watson-Crick) o nativa a la de ovillo estadistico o desnaturada del DNA, se
realizaron sobre 31 muestras de DNA de E.coli irradiadas a diferentes dosis
v longitudes de onda del espectro U.V. en las condiciones ya descritas que
evitan la produccidn de roturas simples intracadena en el DNA. En estas con
diciones los efectos observados en las propiedades Opticas del DNA y por tanto
en su fusidn son solo achacables a la presencia de los dimeros de pirimidina,

productos primarios del efecto de la absorcidn de fotones U.V. por el DNA.

El efecto principalmente estudiado al comparar las curvas de fusidn
de las muestras de DNA irradiado ha sido la variacidn de la Tm de transicidn
helice-ovillo. En la Fig-III-15- se presenta un ejemplo tipico de la experien
cia, en la que se observa como a medida que aumenta la dosis de irradiacidm,
(y como consecuencia el porcentaje de dimeros de pirimidina) disminuye la tem
peratura media de fusidn. Es decir, se observa un debilitamiento de la estruc
tura nativa frente a la temperatura como consecuencia de la presencia de los

dimeros.

Cuatro fueron las longitudes de onda estudiadas: 254 nm, 260i10 nm
280t10 om y BOOth nm, con 11, 2, 10 y 8 muestras respectivamente, En la Tabla
ITI-7- aparecen detallados los datos relativos al estudio de estas muestras,
asi como los valores correspondientes de dimeros de {¥ y de é} para cada lon

gitud de onda y exposicidn.

En un intento de descripcion de la evolucidn de la variacidn de la Tm
en funcidn de la cantidad de dimeros en el DNA vamos a tratar de explicar el -

fendmeno con un modelo que implica las siguientes simplificaciones:
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1°) .- Supongamos que el efecto producido por la presencia de un dime
ro de pirimidina, sea cual sea, es el mismo en cuanto a la variacidn de la
Tm observada. Es decir, por tanto, que el efecto producido en la variacidn

. A A
de la Tm por un dimero de f% o de CT o de CC es aditiva y del mismo valor.

2°).- Despreciaremos la contribucidn de los dimeros de 62 a la varia
cidén de la Tm observada, pues como ya hemos discutido en la introduccidn de
esta memoria se producen con mucha menor eficacia que los de é}, y ya hemos
medido como estos Gltimos se producen también en mucha menor cantidad que -
los de f%.

En definitiva, lo que estamos postulando es que existe una correlacidn

A
lineal entre la variacidn de la Tm y el porcentaje de dimeros de (TT+6}).

Si esta correlacidn existe, parece obvio que, la evolucidn de los va-
lores de la variacidn de la Tm en funcidn de la exposicidn a cada longitud
de onda, debe coincidir en primera aproximacidn, con una curva que sea la -
resultante de la suma de la que describa esta evolucidn para la formacidn -
de dimeros de f} y de la que describa la evolucidn de la formacidn de dime-

ros de é} en funcidn de la exposicidn.

Es decir, de la fdrmula general ya comentada:

D=kl>o[(k+1:')(l-e-‘(k-h:)i

dientes a cada tipo de,dimeros:
A A T A (9
ATT = ZTT*(1l-e ) v ZCT = ZCT*(l-e

) donde kPo/(k+r)=D* y (k+r)=n tenemos las correspon

-né&f>

que sumadas rinden: A A
- T A - T
nTT L | 70T% o nCT L)

y si conocemos la correlacidn lineal entre la variacidn de la Tm y el tanto

A A A A
2P+ = 2¢fr+éhyx - ofrx e

por ciento de los dimeros la podemos transformar en:

Do =DTm* - (ATm(’ﬁ)* e—nﬁ L +ATm(C"\I')* e-né\r E)

Ecuacidn general que describird la variacidn de la Tm en funcidén de la exposi
cidn para cada longitud de onda y de la que conocemos todos los parametros que
la definen, pues n es el valor de la pendiente de la curva de formacidén de di
meros ya descritas en el apartado III.2. y el resto de los parametros vendran
dados por la correlacidn entre la variacidn de la Tm y el porcentaje de dimeros

de (f}+é%). Veamos pues si se cumple esta correlacidn.

El ajuste de los datos experimentales de variacién de la Tm y porcenta

- A A - -
je de dimeros de (TT+CT) a la ecuacidn general de una recta y=ax+b, dado el
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error experimental con el que se han determinado las variaciones de la Tm
y el porcentaje de dimeros da una pendiente de 1,096 Z(§}+£&) / °C£th una
ordenada en el origen de 0,612 Z(f&+é§) y un resto cuadratico medio de 0,5l
Si con esta correlacidn hacemos el cambio de variables anunciado énteriormgg
te, para la obtencidn de la ecuacidn general que describe la evolucidn de la
variacifén de la Tm en funcidn de la exposicidn, para cada longitud de onda,
y representamos ésta funcidn para cada longitud de onda, junto con los valo
res experimentales de variacidn de la Tm, observamos una buena coincidencia
a,300t10 nmy a 280%10 nm, no asi sin embargo a 254 nm, (Ver Fig-III-171 131
neas de trazos). La razdmn de esta falta de coincidencia a 254 nm puede - -
ser debida, ademds de la importancia que tengan las simplificaciones intro-
ducidas en el modelo, en que a 254 nm, la cantidad de dimeros de é} es muy pe
quefia, llega a ser a saturacidn sdlo de 0,81, entonces, al hacer la transfor
macidén con esta correlacidn a variacidn de la Tm, la ordenada en el origen
tiene una influencia mucho mayor aqul que a otras longitudes de onda donde se
producen m3s cantidad de dimeros de CT y por supuesto que en el caso de los
dimeros de {} a cualquiera de ellas.

.

Si, por el contrario, el ajuste de los datos experimentales de la va
riacidn de la Tm y porcentaje de dimeros de (TT+6&) se realiza a la ecuacidn
de una recta que pasa por el origen, de acuerdo con las hipdtesis de partida
del modelo, es decir a: y=ax (cuayo 51gn1f1cado fisico no es "a priori" ildgico),
la pendiente obtenida asi, es ligeramente diferente, 1,260 Z% (TT—é&)/ °C ATm
y arroja un resto cuadritico medio de 0,569. Esta recta entra perfectamente
dentro de las bandas de error del anterior ajuste en el intervalo de varia-
cidon de Tm estudiado. Pues bien el ajuste de los datos experimentales de varia
citn de la Tm en funcidn de la exposicidén a cada longitud de onda con las curvas
obtenidas ahora, al hacer el cambio de variables con esta correlacidn, es mejor
a todas las longitudes de onda estudiadas pero sobre todo mejora mucho la de

254 nm. (Ver Fig-III-17-Lineas continuas).

En la FigrIII-16- se han representado esta Ultima correlacidén y en la
Tabla-III-8- se detallan los valores de los parametros utilizados para la obten
cidén de las funciones que describen la evolucidn de la variacidn de la Tm en

funcidn de la exposicidn tras el cambio de variable con ambas correlaciomes.

Esta correlacidn entre la variacidn de la Tm de transicidn y el porcen
taje de dimeros de (f§+é}) ademds de habernos permitido estudiar, con cierta

coherencia, la evolucidn de la variacidn de la Tm de transicidn con la exposi
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TABLA-III-8- PARAMETROS DE LA FUNCION ATm=-f (L) EN DNA DE E.coli

A
CON LA CORRELACION  %(Pr+&Y)/T = 1,096 ATa + 0,620
N
Atafhyr  Ato(éh*  Ara*
°C °C °C

Anm 22rﬁ‘ ' nZ&

(L) m- (1)
+
30010 6,3 20,0 5,9 1,3 7,2
280710 37,0 145,0 6,3 0,8 7,1
254 215,0 561,0 2,9 0,2 3,1

CON LA CORRELACION  Z(Pr+é)/t - 1,260 A Tm

M\nn nzﬁ" n, & ATn(tD)*  ATn(ct)* ATm*
m -] °C -]

(1) m? (1) c o
+
30010 6,3 20,0 5,6 1,7 7,3
280<10 37,0 145,0 6,0 1,2 7,2
254 215,0 561,0 3,0 0,6 3,7

(1) Secciones eficaces en m2 calculadas a partir de dosis en E/m
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cidn a diferentes longitudes de onda, nos permite en el orden practico, la
posibilidad, en el futuro, de independizarnos de la necesidad de trabajar
con DNA de E.coli marcado, en experiencias en las que necesitamos conocer
el porcentaje de dimeros de (§}+é§) de las muestras en estudio, pués la -
sola determinacidn de la variacidn de la Tm de transicidn respecto de un
control, de una parte alicuota de la muestra serd suficiente, La simplifi
cacidén metodoldgica que supone, no es lo Gnico importante, sino que ademds
al poder trabajar con DNAs no marcados, éstos pueden ser de alto paso mole
cular y sin apenas roturas simples, situacidn ésta, que no siempre se alcan
za con DNAs marcados con actividad suficiente para la determinacidn de dime

ros de pirimidina por las té&cnicas habituales.

En el orden tedrico, este efecto desestabilizante frente: a tempera
tura en el DNA irradiado con radiacidn U.V., aunque ya habia sido détectado
anteriormente, no habia sido cuantisado mediante una correlacidn de esta -
forma. Pues bien, la correlacidn realizada en este trabajo y para este DNA
permite hacer una estimacidn del efecto secundario producido por la presen

cia de los dimeros en la estructura del DNA.

Esta desestabilizacidn frente a temperatura, ya habia sido interpre
‘tada suponiendo que la presencia de los dimeros producia una zona desnatura
da en torno al dimero (H.Moroson and P.Alexander 1960, 1961. P,Alexander
and H.Moroson 1960. J.Marmur and L.Grossman 1961l. L.Grossman 1961, V.M.Zhilt
sara et al 1965. K.C.Smith 1966). Esta suposiciOn estd sustentada por la evi
dencia de que, la estructura en anillo ciclobutano de los dineros de pirimi
dina, no permite el mantenimiento de la rotacidn de 35°C de una base con res
pecto a la otra, sino que obliga a una disposicidn coplanaria estricta, y -
esto determina la desaparicion de al menos los enlaces de hidrdgeno de las

bases implicadas en la formacidn del dimero y sus complementarias.

A partir de la correlacidn realizada en este trabajo se puede obtener
una idea acerca de la perturbacidn producida por la presencia de los dineros
en el DNA. En efecto, la temperatura media de fusidn de un DNA depende de su
contenido en guanina-citosina a igualdad de condiciones de solvente, de tal
forma que, existe una correlacidn lineal entre ambos parametros y que para el

caso de DNA en 0,015 M cloruro sddico, 0,0015 M citrato sddico es:
Z GC = (Tm - 48,7) 1,93

Utilizaremos la comparacidn de esta ecuacidn con la correlacidn obtenida entre
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el porcentaje de dimeros de (4}+é}) respecto de T y la variacidn de la Tm
de fusidn, Unicamente para razonar en el sentido de que, la presencia de
un determinado porcentaje de dineros en el DNA produce una variacidn en la
Tm semejante a la producida por una variacidn determinada en el cohtenido

en GC.

Teniendo en cuenta que el porcentaje de Timinas respecto de nucleo
tidos totales en el DNA que nos ocupa, es decir, en el DNA de E.coli, es -
de aproximadamente el 257%, la ecuacidn obtenida en la correlacidn entre la

variacidn de la Tm y el porcentaje de dimeros quedari:
% (TT+CT) = 0,315ATm

Es decir, que para un 17% de dimeros de ({E+é%) respecto de N se produce una
variacidn de la temperatura media de fusidn de 3,17°C. Una variacidn asi,
supone un cambio equivalente en el contenido en GC de un 6,13%., Es decir que
la presencia de un dimero por cada 100 nucleotidos en el DNA produce una per
turbacidn de su comportamiento t&rmico equivalente a la que supone una dife

rencia de 6,13 % en el contenido en GC.

Si la variacidn en un 6,13 % de GC se pudiese interpretar desde un
punto de vista de estabilidad estructural, so6lo en t&rminos de la interaccidn
de enlaces de hidrdgeno, entonces, la sustitucidn de 6 pares GC por 6 pares

AT supondria la perdida de 6 enlaces de hidrdgeno.

A
III.5.- Ampliacidn de la correlacidn entre la A Tm y el %(TT+&') réspecto de
T a otros DNAs.

La posibilidad, ya indicada al hablar de la determinacidn de dineros,
de marcar otros DNAs de origenes diferentes, para el estudio de los niveles
de dimerizacidn en funcidn de la composicidn del DNA, supone también la posi
bilidad de ampliar la correlacidn entre la variacidn de la Tm y el porcentaje
de dimeros de {} mas é&. Asi han sido estudiadas un total de 15 muestras de
DNA de B.cereus (35,3% GC) irradiadas a exposiciones y longitudes de onda di
ferentes, y 15 muestras de DNA de SPP1 (48% GC) de la misma forma. En la Tabla
ITI-9~ aparecen detallados las longitudes de onda, exposiciones, variaciones
de la Tm encontradas y el Z({}+é§) respecto de T correspondiente. En la Fig-
III-18~ aparecen las representaciones de la relacidn entre la variacidn de la
Tm y el Z(§E+CT) respecto de T para cada DNA, El ajuste de estos valores a- =
una recta rinde una pendiente de 1,363 y 1,522 para DNA B.cereus y DNA SPP1
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respectivamente, Rindiendo un resto cuadridtico medio de 0,826 y 0,507 res

pectivamente,

Dada la sensibilidad con que se han determinado todos estos valores
de variacidn de la Tm no podemos afirmar que estas correlaciones y la del
DNA de E.coli sean diferentes pues si intentamos comparar estas correlacio
nes representando conjuntamente todos los valores de los tres DNAs obtene-
mos una recta en el ajuste, cuya pendiente es de 1,383 y cuyo resto medio
cuadratico, 0,729, valor este que si es mayor que el resto de las correla-

ciones de los DNAs de E.coli y de SPPl no lo es del de B.cereus.

En conclusidn podemos decir que, no se puede afirmar que exista una
dependencia entre la variacidn de la Tm y el Z(f}+é§) respecto de T con la
longitud de onda de la radiacidn U.V. (entre 300 nm y 254 nm) ni con la com
posicidn en GC de los DNAs (entre 51 y 35,3%). Sin embargo parece observar-
se alguna dependencia que solo podria demostrarse mejorando ostensiblemente
el nivel de sensibilidad experimental. Por otra parte ademds, dada la dife-
rencia de produccidn de dimeros de f% v é} sera necesario intentar comparar
estudios de variacidn de la Tm entre DNAs cuyo contenido en GC sea tan dife
rente que, en uno de ellos esté favorecida la formacidn én mayor grado del
dimero de {E mientras que en.el otro la de é}; situacidn esta {4ltima que sdlo
se conseguird con ciertos DNAs cuya composicidn en GC sea muy alto, para com
pensar el mayor reﬁdimiento de dimeros de f%. El marcado de este tipo de -

DNAs, como el de M.luteus, plantea algunos problemas.

Por Gltimo con los valores de las pendientes calculadas en estos ajus
tes, la presencia de un dimero por cada 100 nucleotidos en el DNA produce una
perturbacidn de su comportamiento té&rmico equivalente numéricamente a la que
supone una disminucidnde 6,13 a 4,38% en el contenido en GC. Si la variacidn
en un 6,13 a 4,387 de GC se pudiese interpretar desde un punto de vista de
estabilidad estructural, s6lo en términos de la interaccidn de enlaces de hidrd
geno, entonces la presencia de un dimero cada 100 nucleotidos supondria la pér

dida de 6 a 4 enlaces de hidrdgeno.

III1.6.- Determinacidn de la viscosidad intrinseca y de la migracidn electro-

foretica en gel de agarosa en muestras de DNA de E.coli de diferentes tamafios

‘moleculares y con diferentes proporciones de dimeros de pirimidina.

Los DNAs de diferentes tamarnos moleculares se obtuvieron por degrada



180

cifn diplotdmica, (II.2.4.).

Las determinaciones de viscosidad a partir de estas soluciones asi
pfeparadas y de las que se obtienen de irradiar estas con luz U.V.- en un es
pectrofotometro a 280t10 nm o en las lamparas de Mercurio PEN~RAY a 254 nm
a dosis que permitieron la obtenci®n deuna gradacidn de porcentaje de dime
ros para cada tamano de DNA, se realizaron en un viscosimetro tipo Couette
(II.5.1.). La concentracion de las soluciones se midid por espectrofotome=-

tria U.V,

Se midieron cinco series de DNAs de pesos moleculares entre 1 y 40
millones de daltons lo que daba viscosidades intrinsecas de valores entre
10 y 150 d1/g. que habian sido irradiadas a 254 nm hasta un miaximo de 0,0181
E/m2 con lo que se conseguia hasta un 4,87 de (f}+éE) respecto de T y hasta
un miximo de 0,0357E/m2 a280 nm con lo que se consegula hasta un 7,60% de
dimeros de (£%+é}) respecto de T. Los resultados obtenidos estidn detallados

en la Tabla-III-10 y se encuentran representados en la Fig.III.-19.

Los datos experimentales obtenidos no muestran ninguna tendencia de
variacidn de la viscosidad en funcidn del aumento del % de dimeros de ({E+é})
respecto de T ni siquiera a pesos moleculares muy bajos. El ajuste de los da
tos de cada serie a una recta proporciona las pendientes del ajuste asi como
el resto cuadrdtico medio. Como se ve en la Fig.III-19. las pendientes obte
nidas son muy pequefias, prdoximas a cero y teniendo en cuenta el resto cuadrid
tico medio se pueden trazar en el intervalo de dimeros estudiado para cada
serie una recta paralela al eje de abscisas. En la Tabla,III-10, se detallan
ademis el valor miaximo de la pendiente para cada serie en el intervalo de di
meros estudiado calculada a partir de la desviacidn media de los valores de

cada serie y el intervalo de dimeros de cada serie.

El estudio de la migracidn electroforetica de estos DNAs utilizados
anteriormente en la determinacidn de viscosidad en funcidn del tamafio y de
la cantidad de dimeros conduce a resultados semejantes. Es decir, en cada
serie las migraciones de las muestras de DNA fueron semejantes no detectan-
dose ninguna reduccidn del tamano global de la molécula que se hubiera tra
ducido en una migracidm mayor. En la fotografia de la Fig.III-20., se presen
ta el resultado de la migracidn electroforetica de una de las series estudia
das. Los detalles experimentales del desarrollo de la electroforesis y de la
deteccidn de la posicidn de las muestras esti detallado en el apartado II-5-4,

Ya habiamos citado en el desarrollo de la Introduccidn de esta memoria como
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algunos autores habian creido detectar por medios hidrodinamicos, como sedi
mentacidn y viscosidad, cambios conformacionales en el DNA irradiado con luz
U.V.. Asi en los primeros trabajos al respecto, varios autores han encontra
do un descenso en la viscosidad de las soluciones de DNA que habi&h sido -
irradiadas (Moroson and Alexander 1960, 1961, Alexander and Moroson 1961,
Marmur et al 1961) e interpretan estas variaciones como una mayor flexibili
dad del DNA como consecuencia de los dimeros, ya que afirman también que a

no ser a muy altas dosis no sucede ningiin descenso en el peso molecular de
las preparaciones., En el trabajo de Bagchi et al 1969, mds reciente, si bien
se detectan por medio de medidas de sedimentacidén un aumento del coeficiente
de sedimentacidn a dosis bajas, reconocen la presencia posterior de una de-
gradacion del DNA, en funcidn de la dosis, Por Gltimo Zieremberg et al, en
1971, al estudiar el DNA irradiado con luz U.V. a 300 nm en presencia y ausen
cia de acetofenona como sensibilizador, por métodos hidrodindmicos como vis
cosidad y sedimentacidn y métodos Gpticos como dispersidn de luz y desnatura
cidn térmica, concluyen que aln a dosis a las que se produce 1 dimero por
cada 2 paso de hélice, las microalteraciones estructurales producidas no afec
tan a las propiedades macromoleculares del DNA y que las pequefias variaciones
observadas en las medidas hidrodinamicas responden a la pequenia degradacidn
observada. No pudiendo por tanto concluir ninguna evidencia de un aumento de
flexibilidad en el DNA con dimeros de pirimidina. E1 DNA utilizado en este tra

bajo poseia un peso molecular inicial de 18tl p 4 106 daltons.

Segilin nuestros resultados y en nuestras condiciones de trabajo, que
nos permiten considerar el problema sin el confusionismo aportado por la pre
sencia simultinea de otro fendmeno como el de la degradacidn del DNA por el
aumento de la densidad de roturas simples, no se detecta por métodos hidro-
din&micos como la viscosidad y en DNAs de toda una gradacidn de pesos molecu
lares ningin cambio apreciable de conformacidn. En definitiva pues con los
datos experimentales obtenidos no hemos detectado el supuesto efecto de la
flexibilizacidn de la molécula de DNA como consecuencia de la aparicidm de
dimeros de pirimidina por encima de un peso molecular del DNA de 1 x 106
daltons y con un porcentaje de dimeros por debajo de 7% (f}+é&) respecto de
T. Es decir, que en el caso extremo estudiado, de un DNA de 1 x 106daltons
que es el tamafio m3s pequefio de DNA que hemos podido obtener por degradacidn
diplotomica de una manera controlada, su tamano es tal que dada la longitud
de persistencia del DNA (de 550 a 600 A segln cidlculos tedricos) esta molé

cula puede alin ser considerada como un ovillo en solucidn ¢
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Pues bien la presencia de un 72‘1{}+é}) respecto de T, o sea wn
1,75% (f%+é}) respecto de N, lo que supone aproximadamente 6 dimeros por
cada unidad de longitud de persistencia, (en definitiva y suponiendo la
aparicidn de un punto de flexibilizacidn por cada dimero en la cadena de
DNA habriamos pasado de 10 a 60 puntos de flexibilizaéidn) no puede ser

detectada viscosimetricamente.

Resulta evidente que 1la situacidn ideal para la observacidn de
la aparicidn de nuevos puntos de flexibilizacidn en el DNA, seria la de
disponer de moléculas de DNA cuyo tamafio fuese igual a su longitud de per
sistencia en cuyo caso estariamos ante la posibilidad de observar el paso
de una situacidn de ausencia de puntos de flexibilizacidn a otra en la que

quedarian de manifiesto la presencia de los mismos.

An no habiendo alcanzado esta situacidn experimental ideal, los
resultados obtenidos demuestran como, en ausencia de roturas simples -
producidas simultineamente con la irradiacidn no se detecta ningin cambio
en la viscosidad intrinseca de preparaciones de DNA entre amplios tamanos
moleculares y porcentajes de dimeros. Lo que esta de acuerdo con la medida
realizada en este sentido por Zieremberg et al (1971) y en contra de casi
el resto de las determinaciones en las que se ha querido detectar un cambio
conformacional por la presencia de los dimeros de pirimidina, en presencia

también de roturas simples.

I11.7.- Estudios de dicroismo circular en DNA irradiado con luz U.V., a dife-

rentes longitudes de onda vy dosis.

Se estudiaron los espectros de dicroismo circular de 35 muestras de
DNA de origen virdsico (SPP-1), bacteriano (E.coli) y Eucarionte (Timo de ter
nera) irradiadas a diferentes longitudes de onda y exposiciones asi como al
gunas de ellas con una densidad de roturas simples semejante a la densidad
de dimeros obtenida por irradiacidn. Por Gltimo se estudid también el espec
tro de dicroismo circular del DNA desnaturado. En el Apartado II-5-7 se han
especificado oportunamente los detalles metodologicos y del equipo espectro

polarimétrico empleado.

Quizds convenga en primer lugar observar las caracteristicas y dife
rencias de los espectros de dicroismo circular del DNA nativo y desnaturado.

En la Fig.III-21. se presentan los espectros de un DNA de SPPl en estado na
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tivo y tras desnaturacidn; tres tipos de diferencias mds acusadas se pueden
observar: de una parte los puntos de cruce de los dos efectos Cotton obser-
vados cambian de modo apreciable, de 257 nm para el nativo en el primer efec
to a 260 nm y de 225 nm a 230 nm en el segundo. De otra parte el ﬁéximo posi
tivo del primer efecto aumenta al desnaturar y el m3ximo negativo disminuye
ostensiblemente, de tal forma que la relacidn q)CD+/\VCD‘pasa de ser 0,750 -
en el nativo a 1,205, Por Gltimo, el efecto mds espectacular es la gran subi
da del mdximo positivo del segundo efecto Cotton que llega a alcanzar valores
practicamente iguales que los del primer efecto. En la Tabla.III-ll- se espe

cifican todos estos datos.

En los DNAs irradiados con luz U.V, (Ver Fig,III-22-), e independiente
mente de la longitud de onda con la que lo hayan sido, se aprecia Unicamen-
te un aumento paulatino del valor del miximo positivo y un descenso del ma-
ximo negativo en el primer efecto Cotton estabilizandose el cambio con la -
dosis a cada longitud de onda de tal forma que posteriores irradiaciones o
dosis m3s fuertes no conducen a cambios apreciables de la situacidn alcanza
da. Este cambio es pues similar cualitativamente al observado al desnaturar,
aunque cuantitativamente es muy inferior pues alcanza un valor maximo en la
relacidn q)CD+/WCD- de 1,000 y no de 1,200 como en el caso de la desnatura-
cifén. La variacidn del punto de cruce es mucho menos ostensible, pero y so-
bre todo el segundo efecto Cotton situado sobre 210nm no sufre variacidn -

apreciable alguna contrariamente a lo que hemos visto sucede al desnaturar.

Para cuantizar este efecto inducido por la radiacidn U.V. hemos utili
zado la relacién\VCD+/\?CD- del primer efecto Cotton. De una parte en la -
Fig.ITII-23 se ha representado este efecto frente la exposicidn U.V. y de -
otra frente a la variacidn de la Tm observada en estas muestras. En efecto,
todas las muestras tras la irradiacidn, fueron estudiadas por desnaturacidn
térmica y fue asi determinada su variacidn de la Tm que, como ya hemos estu
diado, es un fiel reflejo del contenido en dimeros de pirimidina. Pues bien,
esta representacidn presenta dentro de la dispersidn de los datos experimen
tales de ambas determinaciones una variacidn muy acusada de la relacidén - -

VY cp+/ W)CD- por debajo de una variacidén de la Tm de aproximadamente 5°C,
es decir, por debajo de aproximadamente un 6 % de dimeros de Pirimidina res
pecto de la Timina, es decir, por debajo del 1 al 2 % de dimeros de Pirimi-
dina respecto de nucleotidos en los DNAs considerados. Un aumento posterior
considerable en la variacidn de la Tm, es decir, en el porcentaje de dime-
ros, incluso del doble no produce un aumento concomitante de la variacidn -

del valor V)CD+/\V CD- considerado. Este efecto por Gltimo es independiente
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dentro de los errores experimentales de las determinaciones realizadas, de
los DNAs utilizados y de la longitud de onda de entre las utilizadas, sien
do dependiente exclusivamente de los efectos primarios de la radiacidn U.V.,

es decir, de los dimeros de pirimidina.

A pesar de que como ya quedd demostrado al estudiar la variacidn de
la densidad de roturas simples en los DNAs por irradiacidén con luz U.V., -
ésta no produce roturas simples si se irradia en condiciones anoxicas y en
presencia de una atmBsfera saturada de NZ' Se comprobd en una de las series
estudiadas por dicroismo la densidad de roturas simples de las muestras irra
diadas, los resultados asi como los resultados del estudio de los espectros
de dicroismo y de la variacidn de la Tm aparecen en la Tabla III-1l-, Como -
se observa no se produce ninglin incremento en la densidad de roturas simples
como consecuencia de la irradiacidn, queda por tanto suprimida esta variable

en el estudio de dicroismo realizado.

Esto es importante pues el incremento de la densidad de roturas sim-
ples produce un efecto totalmente contrario al que hemos observado por la -
irradiacién con luz U.V.. En efecto en la Fig-III-24- aparecen los espectros
de dicroismo circular de varias muestras de DNA a las que se les ha introdu
cido un fuerte nimero de roturas simples hasta llevarlas a una densidad por
nucleotido semejante a las densidades de dimeros por nucleotidos obtenidas
por irradiacidn, es decir entre 1 y 3% de roturas simples por nucleotido. -
Como se ve el efecto producido en el primer efecto Cotton es el de un descen
so paulatino tanto del miximo negativo como del midximo positivo sin cambiar
los puntos de cruce de los dos efectos Cotton ni cambiar apreciablemente el

valor del maximo positivo del segundo efecto Cotton.

En la Fig-III-25- se encuentran reflejados estos resultados pero se
ha representado aqui no la relacidn W)cn+/“Vcn- pues apenas varia respecto de
un DNA control (Ver Tabla-III-11-) sino el descenso del valor de la (q)) para
su comparacidn con los resultados de G.LUCK (1972), Para ello se ha represen-
tado junto a los valores del (¥ ) CD+ de las series de DNA de SPPl irra-
diado con luz U.V. a diferentes longitudes de onda y dosis los resultados de
G. LUCK (1972) en un estudio similar con 4 muestras y un control de DNA de -
Timo irradiadas a 254 nm. Como se observa este autor encuentra también un -
aumento del valor de la (%)) CD+ a dosis relativamente bajas para después al
aumentar la dosis observar un descenso de estos valores incluso por debajo -
de los niveles iniciales como sucede cuando el DNA posee densidades de rotu-

ras simples suficientemente altas,
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En definitiva pues de nuestros resultados se puede concluir:

1°) En nuestras condiciones de trabajo se puede estudiar el efecto produ
cido por los dimeros de pirimidina en el espectro de dicroismo circu
lar del DNA pues no se producen simultineamente ningln aumento en la
densidad de roturas simples cuyo efecto en dicroismo, contrario al -
de los dimeros, entorpece el estudio e interpretacidn de los resulta

dos obtenidos.

2°) De la comparacidn de los espectros del DNA nativo, desnaturado e irra
diado con luz U.V, se puede concluir que la evolucidon de los espectros
de dicroismo circular con la dosis U.V. no es hacia una desnaturacidn
sino que son fendmenos distintos, como lo demuestra la no aparicidn -
de la caracteristica subida del valor de la (§) cD+ del segundo efecto
Cotton asi como el que los DNAs irradiados desnaturen normalmente aun-

que cambie su Tm pero apenas lo haga su efecto hipercromico.

3°) De la comparacidn del efecto producido en el espectro de Dicroismo con
el porcentaje de dimeros de pirimidina obtenido a través del estudio
de la variacidén de la Tm se puede concluir que se observa un cambio en
la relacién‘?CD+/WCD— al aumentar la proporcidn de dimeros desde 07 a
aproximadamente 2% de dimeros respecto de nucleotidos en el DNA. Que -
alcanzando este nivel de dimeros la relacidn WCD+/WCD- es estable aunque
aumentemos la proporcidn de dimeros del orden de 2 veces mas. Que este
éfecto observado no es el mismo efecto observado en la debilitacidn de
la estructura del DNA frente a la temperatura medido por la variacidn
de la Tm, pues €sta varia continuamente en funcidn de los dimeros, aun
que ambos efectos estén producidos por la misma causa, es decir, la -

produccidn de dimeros de pirimidina por la luz U.V.

ITT-8.~ Estudio de la formacidn de dimeros de pirimidina en DNA de B.subtilis,

irradiado con radiacidn U.V. a diferentes longitudes de onda, por determinacidn

de la capacidad transformante,

Se irradiaron diversas muestras de DNA-B.subtilis 0G-2-ptot. (uev.er. )
con radiacidn U.V. a 240110 nm, 254 nm, 280%10 nm y 300t10 nm en las condicig
nes de solvente etc. ya comentadas. El DNA asi irradiado fue utilizado en expe

rimentos de transformacidn bacteriana con la cepa B.subtilis 26-9 (u.v.r. , Tir ,
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Trp). Esta cepa como ya quedd puesto de manifiesto (II-6) es un mutante -
incapaz de realizar la reparacidn de los dimeros de pirimidina por el meca
nismo de egcisidn-resintesis por lo que supone la posibilidad de utilizar

a la c@lula bacteriana como equipo de medida del nivel de dimeros de las -
moléculas del DNA que incorpora al poder intentar correlacionar la pérdida
de informacidn con la cantidad de dimeros sin la confusidn que supone tratar
de observarlo en un sistema celular en el que los procesos de reparacidn =
estén funcionando simultaneamente. En la cepa de B.subtilis utilizada tan
sd6lo cabe la posibilidad de reparacidn por mecanismos de recombinacidn gend
tica, que como ya hemos discutido es mucho menos eficaz que el proceso de
reparacidn por escisidn-resintesis. El mecanismo de fotorreactivacién se -

inhibe al realizar la incubacidn en la oscuridad.

Los resultados obtenidos estan reflejados en la Tabla-III-12 donde se
expresan para cada longitud de onda los valores de exposicidn, tanto por -
ciento de capacidad transformante respecto de un control no irradiado, el
tanto por ciento de pérdida de esta capacidad y el porcentaje de dimeros de
(f%%é%) respecto de T. Todos los valores de capacidad transformante se corri
gieron, cuando asi fue preciso, en funcidn del tamafio molecular del DNA do
nador de acuerdo con la calibracidn previamente realizada (II-6-1). Los va
lores del povcentaje de dimeros se calcularon a partir de los valores de la
seccién eficaz de formacidn de dimeros y niveles de saturacidn para el dime
ro de TT obtenidos en el estudio realizado previamente en este DNA (III-3-).
Se tuvieron en cuenta los valores de las secciones eficaces de formacidn de
dimeros de é& en DNA de E.coli, pues aunque no se habian determinado con -
exactitud para el DNA de B,subtilis hemos supuesto que al igual que en los
dimeros de f% estos valores son muy parecidos. Los niveles de saturacidn de
dimeros de é%, aunque pueden ser diferentes que los de DNA de E.coli en B.
subtilis son tan bajos que introducen un error muy pequefio al conjunto de -
la determinacidn de dimeros de ({§+é§) respecto de T. Aln asi se ha conside
rado que el error final en esta determinacidn de dimeros asi realizada sea

de hasta un 20%.

En la Fig-III-26- se han representado los resultados obtenidos en la
capacidad transformante de los DNAs irradiados a diferentes exposiciones -
para cada longitud de onda. Como se observa en la figura la capacidad trans
formante se pierde mas rZpidamente a longitudes de onda a las que la seccidm
eficaz del proceso de dimerizacidn es mayor. Es decir y por este orden:

254, 280, 240, vy 3Q0 mm.
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En estas curvas se observa como a partir de una determinada exposi
cidn la actividad transformante no se modifica profundamente aunque el -
incremento de dimeros sea muy parecido al de otros incrementos de exposi
cidn anteriores. Este hecho ha sido interpretado por numerosos autores -
dentro de la teoria del blanco al suponer que el blanco de la inactiva-
cidn es un segmento concreto del DNA, el cual constituye el marcador se-
leccionado (en nuestro caso la tirosina) por lo tanto una vez dafiado este
marcador, quedaria inactivo para la transformacidn, no modificandose ape
nas la capacidad transformante al aumentar el nimero de impactos posterio

res.

Sin embargo, Rupert y Goodgal (1960) encontraron una relacidn empi-
rica entre ambos parametros, capacidad transformante y exposicidn que trans
forma estas curvas en rectas, se trata de la relacidn entre la raiz cua-
drada del recIproco de la actividad transformante residual y la exposicidm.
Desde entonces se ha utilizado con mucha profusidn este tipo de representa
ciones pues en la mayoria de los casos estas cinéticas se transforman asi

en rectas.

/2 =cL -1

Efectivamente utilizando esta expresidn empirica:(No/Nx)l
donde No es la actividad transformante inicial, Nx es la actividad transfor
mante residual despuds de exponer el DNA a una exposicidn L y ¢ es una cons
tante que si el autor utiliza como medida de sensibilidad a la radiacidn -
U.V. para los distintos marcadores gen&ticos, nosotros la utilizaremos como

medida de la sensibilidad a las diferentes longitudes de onda.

En un intento por encontrar el espectro de accidn de la formacidn de
dimeros en el DNA irradiado con radiacidm U.V. se ha representado el valor
de las pendientes asi obtenidas en funcidn de la longitud de onda. En la
Fig-III-28 se han representado estos valores junto con los obtenidos en el
estudio de formacidn de dfmeros por métodos quimicos y junto a los espec=-
tros de DNA y timina. Como se observa la coincidencia de los espectros de
accidn es suficientemente buena y refleja, una medida proporcional a las
secciones eficaces de dimerizacidn encontradas en el estudio quimico de la
formacidon de dimeros y no del proceso total de formacidn de dimeros que en

trafia la dimerizacidn y monomerizacidn.

En la Fig-III-27 se han representado los valores de la p&rdida de ca
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pacidad transformante en funcidn del nivel de dimeros alcanzado, para cada
longitud de onda., Adem3s del error en la medida de la pérdida de la capaci
dad transformante se han representado los valores estimados en el. error del
cilculo de la cantidad de dimeros. Como se observa en la %igura existe una
relacidn estricta entre la cantidad de dimeros y la pérdida de la capacidad
transformante que es independiente de la longitud de onda de la radiaciénm,
dentro del rango de longitud de onda estudiado y dentro del error experimen

tal con que se han obtenido los datos.

La relacidn que une estos dos parametros, porcentaje de dimeros de -
CTT+6}) respecto de T y pé&rdida de la capacidad transformante es muy comple
ja y desconocida a pesar de haber intentado evitar en lo posible la comple
jidad de respuesta celular en la transformacidn al estar presentes los meca
nismos de reparacidn enzimitica. Ademds la capacidad de medida de la c€lula
por este sistema queda limitada a niveles muy bajos de dimeros pues la pre-
sencia de un 0,1% de dimeros de C{%+é%) respecto de T produce una pérdida -
va del 60%Z de la capacidad transformante. Es decir, la preseﬁcia de un dime
ro-de {E o de é} cada 4000 nucleotidos de DNA produce una lesidn irrecupera
ble en el gen que estamos observando con un 60% de probabilidad. Desde luego
niveles por .encima del 1% de dimeros de (§§+6E) respecto de T no tienen ya
ninguna significacidn biolfgica en este sistema celular incapaz de reparar

estas lesiones por el mecanismo de escisidn resintesis.

Complementariamente a esto, si utilizando el tipo de expresidm empiri
ca antes citado relacionamos la raiz cuadrada del reciproco de la actividad
transformante residual con el porcentaje de dimeros y ajustamos a una recta,
tampoco encontramos, en primera aproximacidn, ninguna dependencia con la lon
1z 4,0#% ({&+6E)+L,77 tiene un

resto cuadritico medio de 1,32 y ajusta bien con respecto a la representacidn

gitud de onda. La recta asi obtenida: (No/Nx)

de la pérdida de la capacidad transformante en funcidn del tanto por ciento
de dimeros para valores superiores al 0,2 %. Para valores inferiores la coin

cidencia no es buena.

En definitiva pues, este tipo de correlaciones entre el porcentaje de
dimeros y las medidas de transformacidn bacteriana constituyen, potencialmen -
te, un método de determinacidn de dimeros a muy bajos niveles dada la extre
ma sensibilidad de la c&lula como sistema de medida. Sensibilidad esta que -

no se consigue facilmente a esos niveles por métodos quimicos.
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II1.9.- Reconocimiento y liberacidn de dimeros de Pirimidina en DNA de SPPl

por la accidén de la U.V.-Endonucleasa y la DNA-Polimerasa

La DNA-U.V.-Endonucleasa de M, luteus, reconoce selectivémente dime
ros de pirimidina en su accidn produciendo una rotura simple al lado 57 del
dimero. La capacidad de reconocimiento depende de la concentracidn de dimeros;
algunos autores han determinado la relacidn entre la concentracidn de dimeros
de f% y roturas simples introducidas por la U.V.-Endonucleasa. Asi Kaplan et
al., (1969) mediante ensayos de liberacidn de P32 por accidn simultinea de la
U.V.-Endonucleasa y la Fosfatasa alcalina encuentran que esta relacidn es de
aproximadamente uno entre 104 v lQ5 ergios/mm2 en DNA de E.coli, Nakayama et
al., (1970) mediante cdlculo de la densidad de roturas simples por andlisis de
sedimentacidn en gradiente de sacarosa encuentran también una relacidn de -
aproximadamente una rotura simple por cada dimero de pirimidina entre lO2 v
lO4 ergios/mm2 a 254 nm en DNA de E.coli. Es decir, hasta aproximadamente un

2% de dimeros respecto de Timina.

En la Tabla.-III-1l4 se presentan los resultados obtenidos en la me-
dida de la densidad de roturas simples introducidas por la U.V.-Endonucleasa
aislada por nosotros hasta fraccidn Electroenfoque (Ver II-8-] ) en DNA de -
SPPl irradiado con diferentes dosis de U.V. a 254 nm y para diferentes canti
dades de enzima hasta asegurar la saracidn de la accidn enzimitica. La medida
de la densidad de roturas simples se realizd por estudios de sedimentacidn del

DNA desnaturado en  ultracentrifuga analitica. (Ver II-5-2).

En la Fig-III-29. se han representado todos estos valores y como se
observa el nivel de roturas simples conseguido aumenta con el porcentaje de -
dimeros, aunque a partir de cierto valor la densidad de roturas simples conse

guida sea semejante,

El DNA control, es decir, no irradiado, presenta un ligero ataque sdlo
explicable por contaminacidn endonucleasica no especifica de la preparacidn de
U.V.-Endonucleasa. El nimero de roturas simples introducidas por mol&cula de -
DNA nativo en este INA control es como maximo del orden de 6 en comparacidn con
las 34 que se producen para el caso del DNA menos irradiado de los estudiados -
con un 0,0227% de ({§+é})/N 0 las 130 roturas simples por mold&cula introducidas
en el DNA a valores por enzima de 0,200% de ({§+é%)/N. Ver Tabla III-16.

En la Tabla III-15 se han transformado los valores de dosis y densi-

A
dad de roturas simples en cada caso eg/gjnumles de dimero de (f%+CT) y en - -
/cyﬂmoles de roturas simples, En el calculo de loilyhmoles de dimeros se ha in
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TABLA-III-14%

Densidad de roturas simples producidas por la U.V.-Endonucleasa en funcidn

de la concentracidn de dimeros en DNA de SPPl.

}\ =254 am ° ('?I+(ﬁ') /N Concent. SEO 0% P.M.50% P.M.m.n. d.r.§.
- 2 % U.V.-En. x10 x10~6 x10°
L==E/m desnt.

x10%4 (1) N Q) (3) (4)
11 36,1 16,7 9,90 3,10
15 35,1 15,9 9,50 3,30
28 35,1 15,4 9,20 3,30
38 34,9 15,2 9,00 3,40
0,00 0,00 55 27,0 7,80 4,60 6,60
77 26,8 7,60 4,60 6,70
110 24,8 6,30 3,70 8,20
150 26,2 7,20 4,30 7,10
220 24,1 5,80 3,40 8,90
310 23,6 5,30 3,10 9,80
11 25,5 6,70 4,00 7,70
15 31,0 11,20 6,70 4,60
28 18,1 2,80 1,60 18,6
38 20,2 3,70 2,10 14,0
0,57 0,022 55 14,8 1,60 1,00 31,4
77 12,5 1,10 0,63 48,4
110 12,9 1,20 0,69 44,6
150 13,2 1,20 0,72 42,3
220 12,2 1,00 0,59 52,1
310 13,1 1,20- 0,71 43,2
11 27,8 8,40 5,00 6,10
15 27,2 8,00 4,70 6,50
28 19,2 3,20 1,90 16,0
38 16,1 2,00 1,20 25,4
1,14-1,28 0,047 55 13,9 1,40 0,84 36,7
77 11,4 0,83 0,49 61,9
110 11,6 0,88 0,52 58,8
150 11,0 0,77 0,46 67,0
220 9,4 0,49 0,29 105
310 11,7 0,90 0,53 57,4
11 26,9 7,70 4,50 6,70
15 23,4 5,40 3,20 9,60
28 23,8 5,60 3,30 9,20
38 13,1 1,20 0,71 43,4

2,29 0,087 55 13,0 1,20 0,70 43,6
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TABLA-III-14- (Cont.)

A¥254 nm (‘ﬁ‘-%é}r) /N Concent. SEOWSOZ P.M.50% P.M.m.n. d.r.s.
7w £/md % U.V.-En. x10-6 x10-6.  x10°
x10% (1) Jg desnt. 2) (3) (4)
77 9,40 0,51 0,30 100

2,29 0,087 110 10,4 0,66 0,39 78,0
150 9,10 0,47 0,28 110
220 7,80 0,31 0,18 160

310 9,70 0,55 0,32 94,0

11 26,7 7,60 4,50 6,80

28 19,6 3,40 2,00 15,0

3,44 0,190 55 12,5 1,10 0,63 49,0

110 10,5 0,67 0,40 76,0

220 9,60 0,53 0,31 97,0

15 22,4 4,80 2,90 11,0

38 11,2 0,81 0,48 64,0
4,58 0,169 77 7,60 0,29 0,17 180
150 7,30 0,27 0,16 190
310 8,60 0,41 0,24 120

11 27,9 8,50 5,10 6,07

15 14,2 1,50 0,88 35,0

28 23,0 5,20 3,10 10,0

38 9,70 0,55 0,32 93,0

9,16 0,315 55 11,5 0,87 0,52 59,0
77 7,70 0,30 0,18 168

110 10,5 0,62 0,36 83,0
150 6,40 0,19 0,11 270
220 8,00 0,33 0,19 150
310 8,00 0,33 0,19 160

11 26,6 7,50 4,50 6,90

28 22,0 4,60 2,80 11,0

19,47 0,577 55 14,8 1,60 0,97 32,0
110 9,30 0,49 0,29 100
220 8,20 0,36 0,21 140

11 28,1 8,70 5,20 5,90

28 21,6 4,40 2,60 12,0
51,55 1,032 55 7,10 0,24 0,14 210
110 7,10 0,24 0,14 210
220 7,10 0,24 0,14 210
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TABLA-III-14~(Cont.)

A .
A==254nm ({}+CT)/N Concent, S:...502 P.,M.50% P.M.m.n. d.r.s.
- 2 U.V.-En 200 -6 -6 5
L=E/m % e * desnt. x10 x10 x10
x104 a it (2) (3) (4)
15 14,9 1,70 1,00 31,0
38 11,2 0,80 0,47 64,0
171,84 1,344 77 8,20 0,35 0,21 150
150 7,40 0,27 0,16 190
310 7,90 0,32 0,19 160

(1).- Ver modo de cdlculo en la TABLA-TII-15.

(2) .- Segln la calibracidn% 0,386 log P.M.=log Sgow-log 0,59. Mingot, F. et
al (1976) ‘ .
(3) - &8“;. ea. e,x;PrCslo'v\ ' ? M m. .= .‘RM 50 ’/o A 0.5‘1 6

4) .- Segiin la expresién: d.r.s. = 309/P.M.m.n.

* .~ La mezcla de reaccidn de 1 ml. contiene: 0,5 ml. de DNA-SPPl a 75 Ug/ml
irradiado a diferentes dosis con radiacidn U.V. de 254 nm a los que se les -
ariade de diferentes cantidades de enzima U.V.-Endonucleasa fraccidn electro~
enfoque. El volGmen final se ajusta a 1 ml con tampdn 30mM TRIS-HCl pH= 7,5
10mM MgCl, v agua destilada de manera que finalmente quede a concentracidn de
TRIS y de magnesio 10 veces menor. La reaccidn se realiza durante 30' a 37°c.
La desnaturacidén de las muestras y su preparacidn para llevar a cabo la sedi-
mentacidn del DNA desnaturado se realiza segfin el método ya descrito en el -
Apartado-II-5-2.

Dado que para el mantenimiento de la estabilidad enzimdtica de la U.V.-
Endonucleasa es necesario tenerla en presencia de DNA de Timo, que se mezclaria
en la sedimentacidn con el DNA de SPPl que queremos estudiar, es necesario en -
estas experiencias de determinacidn de roturas simples introducidas por la U.V.-
Endonucleasa en DNA irradiado con U.V. mediante centrifugacidn analitica, qui-
tar previamente este DNA de Timo de la preparacidn enzimatica que se va a utili
zar. Con este fin se filtra la preparacidn de enzima bajo presidn controlada de
nitrdgeno a través de un filtro que retiene mol8culas de tamafio superior a - -
100.000 d.. Las diferencias en las determinaciones realizadas en experiencias -
independientes para DNAs con la misma dosis Y por tratamiento con diferentes pre
paraciones de enzima, (caso de las muestras que se presentan tratadas con 10 di
ferentes concentraciones de enzima) debidas a la mayor o menor contaminacidn con
DNA de Timo, o debidas a diferencias en la actividad especifica de la enzima, -
son suficientemente pequefias como para que sdlo sean importantes en alglin caso
para concentraciones pequefias de enzima,
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troducido el valor calculado para cada dosis en funcidn del estudio previo de
la formacidn de dimeros de {% realizada a 254 nm en DNA—-H3 de SPPl y el valor
calculado para cada dosis en funcidn del estudio previo de la formacidn de di
meros de é% a 254 nm realizado en DNA—H3 de E.coli. El error introducido al -
hacer esto, ya que no se dispone del estudio de la formacidén de dimeros de é%
para DNA de SPPl, produce una ligerisima subestimacidn del valor total de di
meros de TT+CT, ya que aunque las secciones eficaces son presumiblemente muy
parecidas para ambos DNAs (ver Tabla-III-6) el valor de saturacidén de dimeros
es algo mayor emn el DNA de SPPI, Sin embargo este nivel de dimeros de é% es en
cualquier caso mucho menor que el de TT, Por Gltimo en ningln momento se ha -
incluido el valor de los dimeros de éé pues como ya ha quedado puesto de mani
fiesto en varias ocasiones, la marca introducida no permite computarlo y ademis

A N
la proporcidn de dimeros de CC es menor aln que la de los dimeros de CT.

La representacidn de estos valores en la Fig-III-30 presenta una pri-
mera parte en la que existe una relacidn aproximadamente lineal de 1,1 entre -
roturas simples y dimeros de ({}+é%) hasta alcanzar un valor equivalente a apro
ximadamente 0,5% de dimeros de ({}+é}) respecto de Timina. Este valor es aproxi
madamente 2 veces menor que el valor obtenido por Kaplan et al (1969) y &4 veces

menor que el obtenido por Nakayama et al (1970),

A partir de aqui el nimero de roturas simples es paulatinamente menor
- - A
que el nimero de dimeros hasta que a partir de un 0,7 a un 0,8%Z de (€E+CT)T -
el nimero de roturas simples permanece constante hasta valores tan altos como

A
del orden de un 4% de (TT+CT)/N.

La relacidn entre el nimero de dimeros y el nimero de roturas simples
introducidas tiende hacia 6 a 8 valor semejante al determinado por Shafranovskaya
et al (1973) para las zonas de acumulacidn de dimeros, obtenido por medio de -

estudios cinéticos con formaldehido.

En la Fig-III-31 se ha calculado la constante de Michaelis de la U.V,
Endonucleasa pero teniendo en cuenta de que al contrario de lo que hace Kushner
et al (1971a) no se ha considerado como aumento de la concentracidn de substra
to el aumento de la concentracidn de DNA con la misma cantidad de dimeros por
molécula, sino que lo que hemos aumentado es la concentracidn de dimeros en el
DNA que son en definitiva el substrato de la enzima. Asi el valor que se obtie

- - -
ne es dos ordenes de magnitud mayor al obtenido por estos autores.

En la Tabla-III-16 se reflejan los valores obtenidos en el estudio =~

de sedimentacidn del DNA de SPPl nativo tras irradiacidn a diferentes dosis -
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y tratamientos a saturacidn de roturas simples con U.V.-Endonucleasa. Como

se observa el DNA nativo se degrada en funcidn de las roturas simples intro
" ducidas por la U.V.-Endonucleasa. Tras el cdlculo del nimero de dimeros por
molécula de DNA de SPPI)

mero de roturas dobles por mol&cula, en la Fig-III-32 se observa como a pe-

del nimero de roturas simples por molé&cula y del nd

sar de no incrementarse el nimero de roturas simples por molécula a partir

de ciertas dosis, por la accidn de la U.V.-Endonucleasa, la presencia de un
mayor nimero de dimeros hace que el nimero de roturas dobles continiie aumen
tando. La responsabilidad de esta desestabilizacidn hacia la presencia de un
nimero creciente de dimeros queda clara en la Fig-III-33 donde se observa que
el nimero de roturas dobles en el DNA saturado de roturas simples con U.V.-En
donucleasa crece linealmente con el nimero de dimeros. En definitiva pues el
acumulo de dimeros en regiones concretas de la molé&cula de DNA le hace mas -
inestable a la rotura doble por la presencia de roturas simples con U.V.-Endo

nucleasa, es decir muy proximas a la regidn de dimeros.

La evaluacidn y cuantizacidn de esta perturbacidn en funcidn de la
concentracidn de dimeros serid objeto de estudio en el futuro en el Grupo de
Biofisica. La U.V.-Endonucleasa, y su modo de accidn, cobra esPeciai importan
cia, no s6lamente ya desde el punto de vista estrictamente bioldgico, (no ol-
videmos que una rotura doble en el DNA es siempra un efecto letal para la célu
la), sino tambi&n como una poderosa herramienta de trabajo para conocer la es

tructura del DNA irradiado con luz U.V.

Existe cierta controversia en los resultados experimentales en cuan
to a la naturaleza de la incisidn producida por las enzimas de reconocimiento
de las lesiones U.V., en DNA, En concreto en la incisién producida en el reco
nocimiento de los dimeros de pirimidina del tipo ciclobutano cis-sin, en el -
mecanismo de reparacidn por escisidn-resintesis. A pesar de que en los Tltimos
afios han sido detectadas actividades de este tipo en numerosos organismos vi-
vos, y aisladas enzimas que muestran esta actividad, a las que genericamente
se les ha denominado, Correndonucleasas, y a las que se les asigna la accidn
de reconocimiento y produccidn de una rotura simple del tipo 3'OH 5'P en el
lado 5' del dimero; las experiencias de Kushner, Kaplan y Grossman (1969-1971)
en las que se concluye que la rotura simple producida por la U.V.-Endonuclea
sa de M,luteus es del tipo 3'P 5'0OH al lado 5' del dimero no han encontrado -
aln contrapartida. Es m3s, incluso se ha purificado y estudiado una Endonuclea
sa de reparacidén, en mamiferos, en la que se ha podido demostrar al parecer -

inequivocamente, que produce roturas simples del tipo de las 3'P 5'OH en expe
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riencias en las que se estudia la liberacidén de DNA como acido soluble por
la accidn consecutiva de la Endonucleasa de reparacidn y la actividad exo-
nucleasica de la DNA-Polimerasa. La liberacidn de las zonas lesionadas se
realiza solamente si al DNA tratado con la Endonucleasa de reparacidn se le
trata con la enzima Fosfatasa alcalina antes del tratamiento con la DNA-Po-

limerasa. (Lancker and Tomura, 1974).

A partir de preparaciones de U,V.-Endonucleasa de M.luteus, Frac-
cidn Fosfocelulosa concentrada 10 veces purificadas por nosotros mismos, y
de DNA-Polimerasa de E,coli comercial, hemos intentado comprobar la eficacia
de ambas enzimas en el reconocimiento y liberacidn de los dimeros de pirimi
dina inducidos por las radiaciones U.V.. Lo que estaria indicando la presen

cia de roturas simples 3'OH 5'P inducidas por la U.V.-Endonucleasa,

En la Tabla-III-17, se presentan los resultados obtenidos, asi como
una descripcidn de las condiciones de trabajo en estas experiencias. En esen
cia se trata de determinaciones de DNAﬁ3H en forma de dcido soluble, tras el

3H irradiado o no, con las enzimas U.V.-Endonucleasa, &

tratamiento del DNA-
DNA~Polimerasa por separado, & tras el tratamiento del DNA con ambas consecu

tivamente. Como se observa en los resultados, se puede afirmar que existe una
contaminacidn exonucleasica en la preparacidn de la U.V.-Endonucleasa utiliza
da, por cuanto se observa un incremento significativo en la cantidad de acido
soluble liberado tras el tratamiento del DNA irradiado & no con la enzima. -

(Columna 2). Esta actividad es, sin embargo, indistinguible de la actividad -
exonucleasica propia de la DNA-Polimerasa, actuando sobre roturas simples que
posee ya de partida el DNA y que produce, en algunos casos, incrementos de -

hasta 10 veces en el 3acido soluble que en el control,

De cualquier forma resulta evidente el aumento de Acido soluble cuan
do actllan ambas conjuntamente, y por supuesto el reconocimiento de los dimeros
pues esta liberacidn de &dcido soluble es mucho mayor en el DNA irradiado que -
en el DNA sin irradiar. Por lo tanto, estos resultados parecen indicar que las
roturas simples producidas por la U.V.-Endonucleasa son en su mayor parte rotu
ras simples del tipo 3'OH 5'P, pues de lo contrario no serian reconocidas como

molde por la DNA-Polimerasa.

Se realizd entonces una experiencia (Experiencia 6) con una prepara-
cidn de DNAr3H recientemente aislado habiendo puesto en su aislamiento especial
énfasis, para evitar en lo posible la presencia de roturas simples de partida.
Con esta preparacidn se consiguid rebajar cuatro veces la cantidad de 3dcido so

luble que se obtiene por el tratamiento del DNA con la DNA-Polimerasa sola, lo
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que se tradujo en una liberacidn mucho mds especifica de dimeros en el trata

miento simultaneo con ambas enzimas, U.V.-Endonucleasa y DNA-Polimerasa. Y -
algo que es también muy importante, la desaparicidn del ataque exonucleasico
sobre el DNA irradiado, lo que parece indicadr la importancia de las roturas
simples iniciales en el DNA tienen para el buen funcionamiento del recomoci
miento y liberacidn de dimeros. Pudiendo incluso haber sido la causa de los
altos valores de acido soluble observados en el DNA no irradiado y tratado -
con ambas enzimas, y no la falta de especificidad de las preparaciones de -

U.V.-Endonucleasa utilizadas,

Por Gltimo y en esta misma experiencia se determinaron la cantidad
de dimeros liberados en el DNA asi como la proporcidn de ellos liberada como
acido soluble. Como se detalla en la Tabla-III-18 de un 6,10%Z de dimeros en
el DNA irradiado se pasa a un 5,5% tras la actuacidn de ambas enzimas, mien-
tras que en la fraccidn &cido soluble se pasa de 1% de fondo en el caso de
ningln tratamiento enzimitico a la presencia de un 21,97 de dimeros en la -

fraccidn acido soluble liberada por la actuacidén de ambas enzimas.
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CONCLUSIONES.

Efectos Primarios:

- En las condiciones de irradiacidn utilizadas, (soluciones de DNA
en 0,15 M ﬁaCl, 0,015 M citrato sddico, en ausencia de oxigeno y en atmdsfe
ra saturada de nitrdgeno) la radiacidn U.V. entre 240 y 300 nm, no produce
roturas simples intracadena en el DNA, detectables por andlisis de sedimenta
cidn en ultracentrifuga analitica. En todo caso el nimero de roturas simples
producidas es siempre inferior a 0,1-0,9 por cada 105 nucleotidos y por cada

106 ergios/mmz.

- El1 efecto primario mds relevante ha sido la produccidn de dimeros
de pirimidina de tipo ciclobutano entre pirimidinas contiguas en la misma -

cadena.

- Se han calculado las secciones eficaces del proceso total de for

. - - A A - g
macidén de .dimeros de TT y de CT ajustando los resultados experimentales de
porcentaje de dimeros respecto de timina y dosis al modelo propuesto en la

introduccidn de la memoria:

-(k+r)L

D = kPo/(k+tr) (l-e )

Este c3dlculo se realizd para cinco longitudes de onda del espectro U.V. en
DNA de E.coli, en cuatro longitudes de onda para el dimero de TT en DNA de

A
SPPl, en tres para el diImero de TT en DNA de B.subtilis y B.cereus:

. DNA-E. colj DNA-E: coli DNA-SPP DNA-B.Cergus DNA-B.subg.
Anm Sec.Ef. (T Sec.Ef. T Sec.Ef. T Sec.Ef. Tt  Sec.Ef. TT
aét=) (k+r) aft=, (ie+r) n?}=2(k+r) nf%=2(k+r) nf}=2(k+r)
m m m m m
300710 20,05 2,3 6,37 0,1 5,67 0,6 11,1 0,5 12,57 1,2
280310 145 I 16 37,0 3 1,4 58,07 5,2 43,05 3.9 41,6 3,1
26010 810 1170 190 120 230" 220 - -
254, 56l ¢ 1,1 215,01 7,5 230 123 140 13 90 12
260510 420 ¥ o7 227 T4 _— — —_

- Se han calculado las secciones eficaces de dimerizacidn y monomeriza
cidn para los dimeros de f% y de é& para cinco longitudes de onda del espectro
U.V. en DNA de E.coli asi como los rendimientos culdnticos de dimerizacifn, uti
lizando las secciones eficaces de absorcidn del DNA y de la timina, ya que para

ambos dimeros el espectro de accidn de dimerizacibén identifica al DNA o a la ti
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mina, no a la citosina, como mol&cula responsable de la absorcidn del fotdn
U.V. y de la posterior reaccidn fotoquimica. El alto valor del rendimiento =
cuidntico de dimerizacidn a 300410 nm cuando se utiliza para el cdlculo la sec
cidn eficaz de absorcidn de la timina con respecto al obtenido cuands se uti-
liza la seccidn eficaz del DNA, md3s semejante a los obtenidos a otras longitu
des de onda, pone de manifiesto la importancia que los mecanismos de transfe-

rencia de energia desde otras bases del DNA a la timina tienen en el proceso.

Sec. Ef. de Sec. Ef. de Rendimiento Rendimiento
‘knm. monomeriza. dimerizacidn cuintico de cuantico de
; rfT k dimerizacidn dimerizacidn
m2 m2 con: G—— xlO3 con: GZ.x103
M) T\ B &
30010 4,95 0,6 1,430,2 15,020,5 39,055,0
280710 28 71,8 8,970,6 11,030,7 9,820,7
260210 170 118 19,072,2 14,021,6 11,071,2
254, 190 12 26,071,6 18,471,3 17,071,2
240-10 220 =26 6,1-0,7 6,6-0,8 9,8-1,1
Sec. Ef. de Sec. Ef. de Rendimiento Rendimiento
\ monomeriza. dimerizacidn cuantico de ‘cuantico de
Anm r?}z ké&z dimerizacidn 3 dimerizacidn
m m con: GZSNAxlO con: Qa,rxlo3
300310 18 2,6 1,930,3 20,032,6 . 51,0%6,8
280210 135 2 17 10,071,2 12,071,5 11,021,3
260210 780 7190 26,036,5 18,074,7 15,033,7
254 540 T 30 20,071,1 14,020,9 13,270,8
240-10 410 = 40 7,4-0,7 8,0-0,8 10,0-1,0

Repercusiones estructurales de la presencia de los dimeros en el DNA

- La presencia de los dimeros de pirimidina en el DNA produce una des
estabilizacidn de la estructura doble helicoidal frente a la temperatura. Median
te estudios de transicidn t&rmica se ha podido medir la variacifn de la tempera
tura media de la transicidn (ATm)en funcién del porcentaje de dimeros, para di~-
versas longitudes de onda y para DNAs de diferente composicidn en bases: DNA de
E.coli, 51% de GC, DNA de SPPl, 43% de GC y DNA de B. cereus, 35% de GC. Con el
margen de error de los resultados experimentales, no se puede afirmar que la va
riacidén de la Tm en funcidn del porcentaje de dimeros dependa ni de la longitud
de onda ni del contenido en GC entre 51 y 35%. Ademds la relacién entre ambos -
parametros, porcentaje de dimeros y variacién de la Tm, es lineal. El ajuste de
todas las determinaciones realizadas en todos los DNAs a una recta rinden una -

\
pendiente de l,383%(fT+é})[°C Tm, con un resto cuadratico medio de 0,729°C.

Esta correlacidén empirica permite, de una parte, calcular el porcenta
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je de dimeros en DNAs no marcados isotdpicamente, y de otra al compararla con
la expresidn que liga la Tm con el contenido en GC hacerse una idea de la per
turbacidn introducida en el DNA por la presencia de los dimeros. Asi la pre-
sencia de 1 dimero cada 100 nucleotidos en el DNA produce una pertufﬁacién en
su comportamiento t&rmico equivalente num&ricamente a la que supone una dismi
nucidén del 4,38 a 6,13% en el contenido en GC. Si esta variacidn se pudiese -
interpretar desde un punto de vista dé estabilidad estructural sblo en té&rmi-
nos de la interaccidn de enlaces de hidrdgeno, entonces, la presencia de un di

mero cada 100 nucleotidos supondria la pérdida de 4 a 6 enlaces de hidrdgeno.

— En condiciones de irradiacidn que garantizan la ausencia de rotu-
ras simples producidas por la irradiacidn con luz U.V., la presencia de los -
dimeros de pirimidina, no produce ningiin cambio en las propiedades hidrodini-
micas del DNA en solucidn, observable por estudios viscosimétricos o electro
faréticos para DNAs irradiados hasta conseguir un 7,6% de dimeros de (§}+é})

respecto de T y para DNAs de pesos moleculares entre 1 y 40 x 106 d.

- En las condiciones de irradiacidn empleadas se puede estudiar el
efecto de la presencia de los dimeros en los espectros de dicroismo circular
(DC) sin la confusidn aportada por la presencia de roturas simples, cuyo efec
to es contrario al de los dimeros. ‘

La evolucidn de los espectros del DNA en funcidn de la dosis U.V. -
no es hacia una desnaturacidn, sino que es un fendmeno distinto, ya que no -
aparece la subida del valor de la elipticidad molar positiva del segundo efec
to Cotton, caracteristico de las desnaturaciones, ademds de que los DNAs con
dimeros de pirimidina desnaturan normalmente aunque cambie su Tm pero apenas

lo haga su efecto hipercrdmico.

En el DNA irradiado com luz U.V. se observa un cambio de la relacidn
Y co+/ ¥ cD- al aumentar la proporcidn de dimeros hasta aproximadamente un 2%
de dimeros de pirimidina respecto de nucleotidos totales en el DNA. Alcanzado
este nivel, este valor se mantiene aunque aumentemos la proporcidn de dimeros
en el DNA al doble. Ademds, este efecto no es el mismo que el observado en la
debilitacidn de la estructura del DNA frente a la temperatura media por la va
riacidén de la Tm pues esta varla continuamente con la proporcidn de dimeros,
aunque ambos efectos estén producidos por la misma causa: la presencia de di-

meros de pirimidina en el DNA.

Repercusiones bioldgicas de la presencia de los dimeros en el DNA

- Se ha realizado un espectro de accidn por medida de la pérdida de
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la capacidad transformante de DNA de B. subtilis 0G-2(u.v.r. ) irradiado a
diversas dosis a cuatro longitudes de onda del espectro U.V., en c&lulas de
B.. subtilis 2G-9 (u.v.r. Tir Trp—). El espectro de accidn conseguido es -
congruente con el espectro de accidn encontrado para el proceso de.dimerigé

cién por determinacidn quimica de dimeros de pirimidina.

La pérdida de la capacidad transformante depende exclusivamente del
porcentaje de dimeros obtenido y en este, extraordinariamente sensible, sis
tema de transformacidn, incapaz de realizar la reparacidn por escisidn-re-
sintesis, se produce la pérdida de m3s del 90% de la capacidad transforman-
te a partir de un 0,2% de dimeros de pirimidina respecto de timina; niveles
por enzima del 0,5 al 1% de dimeros carecen ya de cualquier significado bio

18gico.

~ El1 reconocimiento de los dimeros de pirimidina por la enzima U.V.
Endonucleasa es extraordinariamente eficaz por debajo del orden de 0,5% de
(f}+é§)[T en DNA de SPPl, produciendose una rotura simple por cada dimero.
A valores superiores de dimeros el nlmero de roturas simples por dimero de
crece, tendiendo hacia valores semejantes a los valores acumulos de dimeros

determinados por estudios cin&ticos con formaldehido,

Un aspecto muy importante puesto de manifiesto en el estudio de la
accidn de la U.V.-Endonucleasa es que la probabilidad de rotura doble del
DNA aumenta, para una misma cantidad de roturas simples, con la cantidad -

de dimeros.

Por Gltimo resaltar que con los niveles de purificacidn conseguidos
por nosotros en el aislamiento de la U.V.-Endonucleasa, las roturas simples
introducidas por la U.V.-Endonucleasa son reconocidas eficazmente por la -
DNA-Polimerasa-1 de E.coli para la escisidn selectiva de los dimeros de pi-
rimidina.

Estas experiencias con ambas enzimas sientan las bases iniciales -

para el estudio "in vitro"

del mecanismo de reparacidn por escisidn y resin
tesis que nos proponemos llevar a cabo en un futuro prdximo desde tres ver-
tientes: mediante estudios fisico-quimicos y estructurales del DNA alterado
con radiacidén U.V. y tratado con las enzimas de reparacidn implicadas en es
te mecanismo, mediante estudios cinéticos de reconocimiento, y liberacién -
de los dimeros de pirimidina y mediante estudios de transformacidn para la

medida de la recuperacidn de la informacidn dafada en el DNA.
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