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11M

La proteina inducida (PrI) por estrágenos en útero de rata,

descripta por Notides y Gorski en 1966, fue identificada por

Reiss y Kaye en 1981 comouna proteina con caracteristicas

similares a la Creatina Guinasa de cerebro de rata. Kumar y

col. en 1983 purificaron por primera vez a 1a Creatina Ouinasa

inducida por estrágenos del utero de rata prepuber, organo
blanco de la hormona.

En esta Tesis Doctoral se presenta la purificacián de la

Creatina Quinasa de cerebro de rata prepuber y su comparación

con la Creatina Ouinasa inducida por estrogenos en útero de rata

prepuber. Los estudios realizados de caracterizacion quimica e
. ' . l Iinmunologica revelan que estas proteinas no son identicas.

Estos resultados llevan implícito el interrogante de la
probable existencia de un gen correspondiente a la Creatina

Quinasa inducida por estrágenos diferente del gen de la Creatina

Ouinasa de cerebro de rata o de la presencia de una unica unidad

transcripcional de la que provengan ambas proteinas por

diferente procesamiento.

El haber logrado un enriquecimiento del Acido Ribonucleico

mensajero de la Creatina Ouinasa inducida por estrágenos en
Iutero, comoel disponer de anticuerpos especificos contra esta



proteina, abre las puertas para la obtencion de una biblioteca

de Acido Deoxiribonucleico copia y el rastreo inmunoldgico de su
Iproducto de expresion.

Ubicar a nivel genámico el gen de la Creatina Ouinasa

inducida por estrogenos permitira realizar estudios en la regidn

5'. El hecho de que la Creatina Quinasa sea una proteina

inducida tempranamente por accion de los estrógenos hacen

altamente probable que los estudios realizados en la zona 5’ del

gen conduzcan a la obtencion de la region de unión del complejo

estrogeno-receptor al Acido Deoxiribonucleico. Por ello es

importante considerar que la Creatina Quinasa inducida por

estrágenos y la Creatina Guinasa de cerebro noo son la misma

proteina y dilucidar cual es él o los genes inducidos
z ltempranamente por eetrogenoe en utero de rata.



INTRODUCCION

a- PrI: Potencial Harcador de la AcCidn
lTemprana de los Estroaenos

Descripta originalmente por Notides y Gorski (Ref. l) en

1966 y llamada simplemente PrI, por proteina induCida, continua
. . .I _ . ISiendo un enigma con respecto a su funCion fiSiologica.

La potencialidad de la PrI para dilucidar los mecanismos

tempranos de la accion del complejo esteroide-receptor ha

servido de estimulo en el constante esfuerzo de purificar y
. Icaracterizar esta proteina.

La PrI puede ser detectada in vivo (Ref. 2) o in vitro

(Ref. 3) en utero de rata a los 40min de la administracion de

estrágeno. Su induccion sensible a actinomicina D (Ref. 4),

depende de la síntesis de nuevo ARN-mque es detectable a los

15min post administracion de la hormona. Esta ubicación

temporal caracteriza a la PrI comouna de las primeras proteínas

inducidas por estrogeno. Su sintesis no parece depender en

previa síntesis de proteína lo que sugiere que la PrI refleja un

primer cambio a nivel de la expresion de genes inducida por
lestrogeno.



Ia.l- Ubicacion e ImportanCia de la PrI en la Secuencia
ICronoloqica de Eventos InduCidos en Utero de Rata

I IQor Accion de los Estrogenos

Los estudios realizados por Hueller y col. en la década

del 50 sobre el mecanismo de aCCidn de los estrógenos,

demostraron que la administracion de una única dosis de

estradiol a ratas Ovarioctomizadas causaba, en utero, una rarida

aceleracion de las reacciones de sintesis que llevan a la

acumulacion de fosíolípidos, ácidos ribonucleicos y proteínas

(Ref. 5-9). La aceleracion temprana de las reacciones de

sintesis causada por estrógeno fue correlacionada con el
simultáneo aumento de la actividad de ciertas enzimas de dichos

caminos anabolicos (Rei. 10,11). Estos resultados sugirieron

la posibilidad de que las alteraciones metabolicas globales

podrian resultar de un aumento en el nivel enzimático causado

por estrogeno y llevo a infructuosos intentos de activar
lhipoteticas proenzimas (Ref. 12).

Hueller y col. demostraron mediante la administracion in

vivo de puromicina a ratas ovarioctomizadas que la sintesis de

proteinas en útero era inhibida casi por completo y que no se

producía inhibicion de la sintesis de fosíolípidos ni de la
sintesis de ácidos ribonucleicos. Bajo las mismas condiciones

la administracion in vivo de puromicina a ratas ovarioctomizadas

e inducidas con estrógeno inhibio la temprana aceleracion de la

sintesis de fosíolipidos y acidos ribonucleicos e impidio la



característica tOmade H20con el correspondiente aumento

del peso del útero resultado de la aCClán de estrógeno in Vivo.

Hueller y Col. postularon que para dilucidar el mecanismo de

aCCión de estrogénos se necesitaba tanto identificar la

interacción molecular de la hormona con el receptor como

elucidar el sistema que amplifica los efectos de dicha

interacción y sugirieron que el proceso de sintesis de proteínas

era el sistema amplificador y que la respuesta a los estrógenos

era expresada a traves de la produccion de enzimas limitantes de

los procesos anabolicos afectados (Ref. 12).

Durante la década del 50 se realizaron importantes

investigaciones dirigidas el estudio de la síntesis proteica.
Habiéndose demostrado que la síntesis de proteínas específicas

dependía de la síntesis previa de nuevas especies de ARN(Ref.

13,14), que la actinomicina D bloqueaba la sintesis de ARN y

habiéndose postulado la hipátesis del ARNmensajero (Ref. 19),

Ui y Hueller demostraron que bajo condiciones en que la síntesis

de ARNera bloqueada por actinOmicina D, la temprana aceleracion

de la sintesis de fosfolípidos y proteinas así como la mayor

parte de la toma de H20resultados de la accion de los

estrágenos en útero, no ocurría y sugirieron que la aceleracion

de dichos procesos dependía de la informacion contenida en el
nuevo ARNsintetizado (Ref. 13).

. . zLos estudios realizados sobre la incorporaCion de

{seP)-ortofosíato a ARNen el útero de rata fueron llevados



a cabo por Gorski y Nicolette quienes observaron que la

incorporacion aumentaba marcadamente dentro de las 2hs despues

de la administracion in vivo de 17B-Estradiol y que la velocidad

de incorporaCión diíeria considerablemente en las fracciones

nuclear; mitocondrial, ribosomal y soluble (Ref. 21). La

existencia de una enzima, ARNpolinerasa, de nucleo de tejido de

mamífero que sintetizaba ARNcon el uso del ADNcomo templado y

de los cuatro ribonucleótidos comosustrato (Ref. 22) podía

explicar el efecto de los estrogenos en la síntesis de ARNen

útero, Gorski caracterizá la ARNpolimerasa en la fraccion

nuclear de útero de ratas prepuberes por su dependencia en la

presencia de los cuatro nucleátidos y por su inhibicián por

actinomicina D y por pirofosfato. Las preparaciones nucleares

de útero de ratas tratadas con estrógeno in vivo por una y dos

horas mostraron un aumento en la actividad de la polimerasa con

respecto a los controles no tratados con estrogeno, dicho

aumento de actividad debido a la accion de los estrogenos se

perdía cuando era aumentada la fuerza iánica del medio de

incubacián por el agregado de SOq(NHq)2(Ref. 23).

Estas observaciones y otras muchas realizadas sobre la ARN

polimerasa de nucleo y sobre las especies de ARN sintetizado

(Ref. 24-31) fueron aclaradas años mas tarde, luego de la

descripcion de la ARN-polimerasas I y II (Ref. 32,33) y el uso

de 04-amanitina (Rei. 34) por Glasser y col. (Ref. 35) de

cuyos resultados voy a referirme mas adelante, luego de
/presentar la descripcion de la ’proteina inducida’ (PrI).



Los estudios realizados con inhibidores de la síntesis de

proteínas permitieron comprender que la temprana respuesta

metabólica a los estrógenos dependía de dicha síntesis.

Noteboom y Gorski informaron que el aumento de la síntesis

global de proteínas debida a la estimulación con estrágenos

ocurría pasadas las dos horas de la administración de la hormona

y que la administracián de puromicina durante las dos horas

despues de la administracion de estrógeno bloqueaba la síntesis

de ARNy el aumento de la actividad de 1a ARNpolimerasa. Si se

asunía que la puromicina solamente inhibía la síntesis de

proteina, entonces los estrágenos inducían la síntesis de

algunas proteinas que en su momentopodrian afectar la fraccion

nuclear y producir un aumento en la actividad de la ARN

polinerasa (Rei. 36). Para reafirmar que estos efectos se

debían a una inhibiCion de la sintesis de proteina, Gorski y

col. demostraron que no había un efecto significativo en la

síntesis global de proteína durante dos horas de bloqueo de la

acción de estrógenos con ciclohexinida y que el aumento de las

sintesis de ARNy lípidos eran también bloqueados (Ref. 37).

Hasta ese momento la síntesis de proteína y de ARN habian

sido implicadas en el mecanismo de accion de un número de

hormonas, incluyendo_los estrágenos, pero cual era de esos dos
pasos la respuesta primaria a los estrogenos aun no estaba en
claro. Los estudios realizados con inhibidores de 1a síntesis

de proteinas, puromiCina y Cicloheximida, indicaron que la



expresion de la respuesta estrogenica de laa células uterinaa

era dependiente de la sintesis de proteinas (Ref. 12,36,37).

Dadoque la sintesis global de proteinas no ae producía hasta 2

a 4 he despues de la administracion de la hormona (Ref. 36),

nientras que un numerode otras actividades metabólicas sufrían

un aumento mas temprano que era inhibido por inhibidores de la

sintesis de proteinas (Ref. 37), Gorski y col. postularon que

la accion temprana de los eetrobenoa induciria le síntesis de

unas pocas proteínas uterinaa específicas que no eran detectadas

por su baja contribucián al nivel de proteina.

La evidenCia directa de la existencia de dichas proteínas

fue obtenido por Notidee y Goreki (Ref. 1) y confirmada por

Barnea y Gorski (Ref. 2) que utilizaron la técnica de doble

marcación isotopica de las proteinas de utero para demostrar la

incorporacion de aminoácidos marcados en un banda de proteina

que llamaron “proteina inducida“ (PrI), cuando proteínas

solubles de utero de ratas eran analizadas por electroforesis en

gel de almidon. La administracion de una sola dosis de

17É-Eatradiol a ratas prepuberes o a ratas adultas
ovarioctomizadas inducia la sintesis de novo de proteína soluble

uterina especifica. Este efecto de la hormonaera detectable in
/vivo a los 45-60min de la administracion de estrogeno.

Deñngelo y Gorski comunicaron en Abril de 1970 que la banda
Ide proteina (PrI) inducida por estrogeno no era inhibida por

puromicina ni por cicloheximida y era inhibida por un inhibidor



de la sintesis de ARN, actinomiCina D. Era la primera

informacion sobre una respuesta estrogenica no inhibida por

inhibidores de la sintesis proteica. Esto indicaba que el paso

sensible a actinomicina D que precide a la sintesis de la PrI
. l ¡era el evento primario en la accion de los estrogenos (Ref. 4).

Otras proteinas fueron investigadas en la bísqueda de

marcadores que permitieran dilucidar los mecanismostempranos de

la accion de los estrágenos. Kaye y col. informaron sobre el

aumentode la actividad especifica de la Ornitina Decarboxilasa

en útero de rata prepuber inyectadas con 17B-Estradiol con un

máximo a las 4hs de administrada la hormona, aumento que era

bloqueado por puromicina y cicloheximida y sobre el aumento de

la actividad especifica de la S-Adenosilmetionina Decarboxilasa

Putrescina dependiente que llegaba a un máximoa las dhs del

tratamiento con estradiol y luego se mantenía constante hasta la
ultima determinacion de su actividad a las 10hs del tratamiento

con la hormona. Kaye y col. expresaron en dicho trabajo que.

si bien de los datos obtenidos sobre la inhibicion de enzimas

por inhibidores de las sintesis de proteina y de ARNse infería

que el estradiol estimulaba la sintesis de nueva proteína enzima

y que la nueva síntesis de ARN-mpodria ser necesaria para que

ocurriese dicha estimulacion, esas inferencias estarian sujetas
a las limitaciones de la especificidad de la accion de la

cicloheximida (Rei. 38) y en particular de la actinomicina D

(Ref. 39) en los animales vivientes y sugirieron que la
l

disponibilidad de un sistema de cultivo de tejido o de celulas



sería de gran ayuda para dilucidar si nueva proteína enzima era

sintetizada luego del tratamiento con estradiol (Ref. 40).

Otra enzima investigada fue la ARN polimerasa,

caracterizada como mencione anteriormente, por Gorski en la

fraccián nuclear de utero de rata prepuber (Ref. 23). Otros

investigadores caracterizaron las diferentes especies de ARN

sintetizado, el ARN-r mostraba un aumento temprano en su

sintesis, 30min despues de la administracion de estrágeno;

luego, a los 60min aumentaba el ARN-t y a los 120min el ARNtipo

ADN(Ref. 25,29), sin embargo resultados obtenidos por Knowler

y Smellie (Ref. 44) sugerfan que ARNde alto peso molecular,

que no era del tipo ribosomal, era sintetizado dentro de los

30min despues de inyectada la hormona y antes de que la sintesis

de ARN-r fuese estimulada. Glasser y col., luego de la

descripcion de las ARN-polimerasas I y II hecha por Roeder y

Rutter (Ref. 32,33), informaron el aumento en núcleos uterinos

aislados, a los 10-15min de inyectada la hormona a ratas

ovarioctomizadas, de la actividad de la ARN-polimerasa II que

estaba ubicada en nucleoplasma y sintetizaba ARNtipo ADN,dicha

actividad alcanzaba un pico a los 30min y luego declinaba a los

valores del control, entre 1-2hs, y luego mostraba un segundo

aumento desde las 2 a las 12hs. La siguiente respuesta al

estradiol fue un incremento a los 30-60min en la actividad de la

ARN-polimerasa I (sintesis de ARN-r). El aumento a los 15min de

la síntesis temprana de ARNera completamente eliminado por

Ci-amanitina, un inhibidor de la ARN-polímerasa II. El aumento



temprano, a los 15min, de la actividad de la ARN-polimerasa II

(sintesis de ARN tipo ADN)observado 15m1n despues de la

inyeccion con 17Q-Estradiol, podría explicar el temprano
incremento, a los 15-30min, en la síntesis de ARN nuclear in

vivo en útero de ratas prepuberes (Ref. 27,28,39,40), la

temprana síntesis de ARNinformada por DeAngelo y Gorski (Ref.

4) y wire y Baulieu (Ref. 41) y la temprana sintesis de ARN de

alto peso molecular informada por Konwler y Smellie (Ref. 44).

Esta actividad nucleoplasmática inducida podria también ser

responsable por la síntesis de proteinas inducidas ( entre ellas

la PrI) en ratas prepuberes o adultas ovarioctomizadas observada

a los 30-45nin despues de la inyecCion de 17É-Estradiol
(1,4,45,46). El aumento mas tardío de la actividad de la

ARN-polinerasa I (sintesis de ARN-r)era consistente con los

informes de otros laboratorios (Ref. 23-25,27,28,30,32,36).

Baulieu y col. postularon que la sintesis de una proteina

activadora que en su momentoestimularfa a la ARN polimerasa

resistente a (X-ananitina podía ser un paso decisivo y

probablemente limitante de la accion de la hormonay llamá a

dicha proteina ’proteina internediaria llave’ (KIP). KIP

deberia ser detectada entes o al mismotiempo en que se producia

el aumento de ARNpolimerasa y consecuentemente, antes del

aumento generalizado de la sintesis de proteina y deberia

depender de la síntesis de ARN-msensible alï-amanitina. Hasta

ese momentose conocia que después de la inyección de estradiol
l . .a ratas prepuberes o ratas adultas ovarioctomizadas una



'proteína inducida' (PrI) era observada a los 30min (Ref. 1) y

era suprinida por actinonicina D (Rei. 4,45,46), Hita y col.

informaron que la PrI era detectada en citoplasma y en nucleo y

que podia ser obtenida in vitro exponiendo los uteros de ratas

prepuberes a estradiol lnH por 60min y que su síntesis era

suprimida por actinonicina D si esta era agregada a tiempo cero

y solo se producía un bloqueo parcial si era agregada a los

15nin después del Estradiol. La síntesis de la PrI era

bloqueada portx-amanitina. Se detectaba in vivo e in vitro la

aparicián de especies 155 de ARN(algunas veces acompanada por

ARN BS) usando una tecnica de doble marcacián y electroforesis

en geles de poliacrilamida. Todas estas propiedades de la PrI y

del temprano ARN-m observado eran compatibles con las

caracteristicas de la KIP y del ARN-nde la KIP, aunque no había

todavía evidencias de que ambas, la PrI y la KIP, fueran

idénticas (Rei. 43). Esta hipátesis fue luego descartada ya
/

que la PrI no se encontraba en el nucleo (Ref. 126).

Katzenellenbogen y Gorski indujeron la s{ntesis de la PrI
Ien utero de rata prepuber in Vitro con concentraciones

líisiolágicas de estradiol agregado en el mediode incubacion del

Se producía la máxima induccián de la PrI y la máximatejido.
union del {BHJ-Estradiol al receptor nuclear utilizando

estradiol 2 a 3 x lO‘BM. La respuesta obtenida in vitro con
2 x lO’BMfue alrededor del 85%de la obtenida in vivo. Las

I . . . . / Í .proteinas sintetizadas despues de la induCCioncon estrogeno, in
l .vivo o in vitro, coincidian cuando se las analizaba por



coelectroíoresls en geles de poliacrilamida. El aumentode la

capacidad de síntesis de la PrI era sensible a la actinomiCina D
tanto in vivo como in vitro. La induccián de la PrI mostrá

estricta especifiCidad hormonal, solamente compuestos
7 ¡

estrogenicos con distinta eficacia de induccion: l7P-Estradiol
> Dietilstilbestrol > Estriol > l7i-Estradiol pero no

Progesterona, Testosterona ni Insulina indujeron la PrI en utero

de rata. Quedabaclaramente establecida la capacidad de los
/ Iestrogenos para estimular el utero sin el requerimiento de los

sistemas vascular o nervioso intactos (Ref. 3).

Los datos obtenidos por Katzenellenbogen y Gorski mostraban

entre la cantidad de unida alI
una correlacion 17%—Estradiol
receptor nuclear y la velocidad de sintesis de la PrI, indicando

/que estos parametros podrian estar relacionados (Ref. 3).

SomJen y col. estudiaron la respuesta uterina de rata a una
1

unica inyeccion de 17É-Estradiol durante el desarrollo
/postnatal, con respecto a: 1- la union de la hormonaal núcleo,

/ /2- la induccion de sintesis de proteina citoplasmatica
/especifica (PrI), 3- la velocidad de incorporacion de

/ I[3H1-aminoacidosa proteina total y a proteina acida nuclear

soluble e insoluble y 4- la velocidad de incorporacián de

{3HJ-Timidina a ADN. La union especifica de 17P-Estradiol
I

al núcleo determinada por la tecnica de intercambio (Ref. 47)

podia ser demostrada inclusive el primer dis de vida y la
ladministracion de la hormone in vivo causaba un aumento del

l / /numero de sitios de union en las ratas de 10 dias o mayores.



SomJen y col. describieron un método rápido para la deteccion

de la PrI, basado en electroforesis en acetato de celulosa. La

induccion de la PrI pudo ser demostrada a la edad de 10, 15 y 20

días, y no fue detectada en ratas de 5 dias de vida. La

incorporación de aminoácidos marcados a proteína total así como

a proteína nuclear ¿Cido-soluble y a proteina nuclear

ácido-insoluble podían ser estimuladas por estradiol en el útero

de rata de 15 a 30 dias pero no de 5 a lO dias de vida. En

¿tero de ratas de 20 dias la mayor velocidad de síntesis de ADN

ocurría a las 24hs después de la administracion de la hormona.

La capacidad de union del núcleo al estradiol y la síntesis de

la PrI eran demostrables en el útero de rata antes de que este

adquiriese la habilidad de responder a la hormona con el aumento

global de sintesis de proteina y de ADN,esto sugiriá que la

union al nucleo y la sintesis de la PrI podrian ser condiciones
. .. .1 I.necesarias pero no sufiCientes para la aceion troíica del

estradiol (Ref. 48).

Los datos obtenidos por Katzenellenbogen ¡y Gorski

demostraron que la sintesis de la PrI en útero de rata prepúber,

in vitro, era máximacuando la union del estradiol al núcleo era
también máiima (Ref. 3). Similares observaciones fueron

ranlinadas por Iacobelli estudiando la respuesta del útero de

ratas ovarioctomizadas tratadas con estrágeno. Las

fluctuaciones cíclicas de sintesis de la PrI y de la cantidad de
/estradiol unido al nucleo de las células uterinas a lo largo del

. . . ./Ciclo menstrual, se correlaCionaba con la veloCidad de secreCion



de estrogeno. La pequeña cantidad de la PrI y de estrogeno

unido al núcleo durante netaestro y estro se correlacionaba con

la minima velocidad de secrecion de estrogeno. Durante el

diestro, la velocidad de secrecion de estrogeno aumentaba junto

con un aumento de sintesis de la PrI y un aumento de union de

estrágeno al nucleo con valores mayores que los presentados

durante metestro y estro. La maximasintesis de la PrI y la

naxina cantidad de union de la hornona al nucleo ocurría durante

el proestro y coincidía con el pico de secreción de estrogeno.

Esto sugería que las fluctuaciones de síntesis de la PrI y de la

union de estrágeno al núcleo estaban bajo el control de los

estrágenos del ovario. El peso uterino, el contenido proteico y

la relacián de proteína a ADNeran significativamente mayores en

proestro que en metaestro o en estro, sugiriendo que las

fluctuaciones en la síntesis de proteína ocurría durante el

estro. Las máximasrespuestas estrogenicas eran acompañadaspor

picos de sintesis de la PrI y de unián de estradiol al núcleo en

las células uterinas en proestro. Si la relación entre el
aumento de peso del útero, el aumento de la velocidad de

síntesis de la PrI y la maiina concentracion de sitios de unidn

del estradiol durante el proestro era casual, quedaba por ser

investigado (Rei. 49).

Katzenellenbogen, al igual que Iacobelli (Ref. 49) y con

resultados semejantes, analizá la síntesis y la capacidad de
I linduccion de la PrI en utero de rata adulta durante el ciclo

l . ¡ I _menstrual. La SinteSis de la PrI resulto ser maXimaen proestro



sintetizada a niveles detectables en estro y metaestro y su

sínteSis fue minima en diestro. Al suMinistrar estrogenos

exágenos la síntesis de la PrI en proestro registró Cierto
incremento, una leve induccion de su síntesis se detectd en

estro y una maxima (tan grande como al inducir con estrágenos el

utero de rata ovarioctonizada) en metaestro y diestro. La

síntesis cíclica de la PrI durante el ciclo menstrual en la rata

adulta y su perfil temporal de síntesis durante las fases ricas

en estrágenos llevaron a sugerir que la PrI estaría regulada por

la hormona y tendria un papel probablemente importante en el

funcionamiento del utero maduro quedando por dilucidar su

funcion tanto durante el ciclo menstrual como durante la

diferenciacién del utero inmaduroo la rediferenciacián del

utero adulto atráfico luego de la ovarioctomia (Ref. 50).

El utero como un organo complejo formado por diferentes

tejidos. fue estudiado sobre distintas fracciones celulares.
Investigaciones en utero de raton demostraron un aumento global

de sintesis de proteinas, despues de la estimulacián con

estrágenos, en la fraccion celular del estroma y del epitelio y

dicho efecto era mas marcado en epitelio (Ref. 51,52).

Katzenellenbogen y col. estudiaron la localizacián de la PrI en

los tejidos de utero de rata en busqueda de indicios que
llevaran a descubrir su funcián. Los estudios en útero de rata

prepuber y de rata adulta estimuladas con estrágeno indicaron

que la PrI era sintetizada en endometrio y miometrio. Estudios



autoradiográíicos mostraron que los estrágenos se unían en ambos

tejidos en utero de rata adulta (Rei. 53) y en útero de rata

prepuber (Rei. 54,55). Sin embargo la respuesta a los

estrogenos en ambostejidos parecía ser diferente. El estradiol

estimulaba la sintesis de ADNy la nitosis en ambos tejidos en

utero de rata prepuber (Ref. 56), en cambio en útero de rata

adulta casi exclusivamente el endometrio suiria division ante el

estimulo de la hormona (Ref. 57,58). Los estudios en la

síntesis de la PrI indicaban que en terminos de 1a respuesta

temprana la accion de los estrógenos era la misma en el

endometrio y el miometrio uterino lo que implicaba que la

divergencia en la aceion de los estrogenos podría ocurrir en

algun momentoluego de la síntesis de la PrI (Rei. 59).

Para el ano 1975 la ubicacion de la PrI en la secuencia

cronologica de eventos inducidos por la accion de los estrágenos

en utero de rata prepuber o de rata ovarioctonizada estaba

delineada y la importancia de 1a PrI para el estudio de los

mecanismos de la accion temprana de los estrogenos era evidente

(Rei. 60. Fig. 1).
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Fig. 1. Secuencias de eventos inducidos por l7B-Estradiol en
I I . . . . rutero de rata prepuber u ovarioctomizada luego de una inyeCCion

in vivo a tienpo cero. Las horas se indican en escala

logaritmica (Katzenellenbogen y Gorski, Ref. 60)



a.2- La Síntesis de la PrI

en los Tejidos Uterinos

ILa respuesta del utero entero a los estrágenos representaba
- lla respuesta neta de la reaccion individual de los distintos

/tipos de celulas que íornan el útero. Intentos para identificar

las respuestas individuales de los diferentes tipos celulares

que contituyen el epitelio, el estroma y el mionetrio, varicron
I 1desde métodos in situ a metodos basados en la separacion

lindividual de los distintos tipos de celulas.

ILos metodos in situ han sido histoquímicos (Ref. 61-65), y
/ lautoradiograíicos (Ref. 53-55,66-68) y los netodos de

/ /. . .’. l.
separacion fisica emplearon medios en2imaticos y mecanicos. Los

nétodos mecánicos incluyeron la disgregacion (Ref. 69), el

raspado (Ref. 70-72), corte (Ref. 52,73), disección (Ref.

74-78) y uso de instrumentos de cirugia (Rei. 79,80) para
1lograr la disrupcián del tejido. Los metodos enzimáticos se

basaron en el uso de tripsina (Ref. 81,82), colagenasa (Ref.

83-86), pronasa (Ref. 87) y hialuronidasa (Ref. 88-90), en

íorna individual y en una variedad de combinaciones. Los
/metodos in situ han aportado informacion sobre el orden en el

¡
que los distintos tipos de células responden a la estimulacion

l /estrogenica, especialmente con respecto a la division celular,
l

estando limitados en cuanto a la oportunidad de la investigacion

bioquímica o del control de los eventos que ocurren in vivo.I. .’ /. ./. ...
Las tecnicas de separaCion íiSica tanbien tienen limitaCiones,



principalmente relacionadas con la completa separacián y las

condiciones de separacián de las celulas (Rei. 59). Excepto

por los métodos de Smith y col. (Ref. 52), la mayoría de las

técnicas de separacion fisica no separan el epitelio del estrona

sino que los remueven Juntos como endometrio. En algunos

estudios la habilidad de las celulas separadas para incorporar

precursores radioactivos a prote{nas (Ref. 52.73.87), para

producir 14C02 a partir de (U-14C1-Glucosa (Ref.
83,87) y para excluir el colorante nigrosina (Rei. 83.84.87)
eran tomadas comoevidencias de la condicion de viabilidad de

las celulas por lo menos para un tiempo corto de incubaCián (5 a

10hs). Tambien las concentraciones de Na’, K’, Cl'

y H20 podian ser monitoreadas (Rei. 83). Dos trabajos

81,82). . . . lconcernientes a la deCidualizaCion en la rata (Ref.

aportaron evidenCias sobre la estabilidad de las celulas
uterinas despues de la tripsinizacion.

Se han realizado estudios sobre la síntesis de proteínas

inducidas por estrégeno en células uterinas de rata separadas y

nantenidas en cultivo primario (Rei. 91,92), sin embargo era

dificultoso mantener una poblacion pura de cada uno de los

diferentes tipos celulares uterinos en cultivo y mas adn de

mantener el nivel del receptor de estrágeno en las celulas en

cultivo, necesario para obtener la respuesta estrogenica (Ref.
93-96). Ademásse obtuvieron evidencias en otros sistemas de

respuestas a hormonas de la existencia de otros factores

derivados del estroma que influencian la respuesta a la hormona



en el epitelio adyacente (Rei. 97).

Haireese y Galand informaron que la sintesis de la PrI

ocurría en los tres tejidos uterinos de rata, epitelio. estrona
y mionetrio, separados siguiendo una modificacion del

procedimiento de Snith y col. (Ref. 52), en respuesta a la

administracion de estrágeno a ratas ovarioctomizadas (Ref. 98),

anpliando y confirmando los datos obtenidos anteriornente por

ellos mismos (Rei. 99) y por Katzenellenbogen y col. (Ref.

59).

Kuivanen y DeSombre estudiaron el efecto de la
I

administracion secuencial de 17P-Estradiol in vivo en 1a

incorporacion in vitro de {3551-L-Hetionina a proteínas
específicas en el útero de rata prepáber e infornaron sobre

proteinas estimuladas en las distintas fracciones separadas,

epitelio luninal y estroma-mionetrio. pero en relación a la
respuesta tardía a la accion de los estrégenoa (Ref. 100).

La PrI seguía siendo la proteina con mayor potencial para
_ I l Iel estudio de la aCCion temprana de los estrogenos en utero.



Ia.3- Otras Proteinas comoPotenciales Marcadores
I lde la ACCion Temprana de los Estroqenos

Varias proteínas fueron estudiadas para ser usadas cono
' .l l. lmarcadores de la accion estrogenica: el receptor de Estrogeno

(Rei. 101), el receptor de Progesterona (Ref. 102), la

Hidrolasa (Ref. 103-105), la Glucosa-e-Fosíatasa Dehidrogenasa

(Rei. 106), la Ornitina Decarboxilasa (Rei. 40), la Peroxidasa
/ y(Ref. 107,108) y en los ultimos anos el activador tisular del

I .Plasninogeno (Rei. 109-110). Los estudios realizados sobre
l . / .estas proteinas se han basado en ensayos bioquimicos de sus.. ./. _>/

actiVidades enZimaticas en lugar de en la determinaCion de
. l l . _ _ / . lSintesis de proteina de novo. La actiVidad enZimatica podia

. / . . .correlaCionarse con la sintesis de novo de Ciertas enZinas pero
. . . . Iel aumento de la actiVidad de Ciertas enZimas en el utero no era

el resultado de la síntesis de novo de proteínas. Por ejemplo
/el aumento de la actividad de Peroxidasa en útero despues de la

_ / l _ .administraCion de estrogeno era debida primordialmente a la
eosinofilia uterina con el consecuente aumentode la actividad

de Peroxidasa (Ref. 111,112). En este caso el aumento de la
/ - ;actividad enzimatica era un efecto de la respuesta estrogenica

independiente de la activacion genámica (Rei. 113-115).

lPara estudiar el efecto de los estrogenos en la síntesis de
l l I' .novo de proteinas espeCificas, un numero de investigadores

1 .'analizaron la Sintesis de proteinas en homogenato de utero
/utilizando doble marcacion isotápica (Rei. 45,48,116—119) y

20



l
electroforesis en una dimension (Ref. 45,48,100,116-120), dos

dinensiones (reí. 91-121) o tres dimensiones (Rei. 122). Szn

embargo muchos de ellos no detectaron cambios szgnifzcativos en
lla sínteszs de novo de proteznes específicas que no fueran ls

PrI.

La PrI era lo proteína indicada para el estudio de los
, Í l lmecanismos tempranos de acczon de los estrogenos en utero.



1 /a.4- Purificacion y Caracterizacion de la PrI

y del ARN-mde la PrI

' zLa PrI constituye una pequena proporcion de las proteínas
I /totales de utero y para su identificacion se utilizaba el método

lde doble marcacion isotopica, aplicado por primera vez a las
/ Iproteínas solubles de utero de ratas prepuberes, por Barnea y

Gorski. Se agregaba {3Hl-L-Leucina o {14C1-L-Leucina en
. . . I /el medio de cultivo donde se incubaban los uteros. Los uteros

Ide las ratas controles se incubaban con uno de los isotopos y
l _ Í .los uteros de las ratas induCidas con estrogeno se incubaban con

el otro. Al final del período de incubacion se mezclaban,

honogeneizaban y centriíugaban y el sobrenadante era analizado
Ipor electroforesis en gel de almidon. El analisis del perfil

/ 1 , /electroforetico usando la relac10n de proteinas de los uteros de
. . / l l/ratas induc1das por estrogeno a incorporaCion de la marcaCion a

¡ Í zlas proteinas de los uteros de ratas controles se mantenia
. /.constante a lo largo de todo el perfil electroforetico salvo en

../ . /
una p081C10n determinada del gel donde se produCia un aumento de

lproteina.l . . ./la relaCion debido a la incorporaCion de la marca a

inducida por estrágeno. Dicha banda proteica se llamo PrI (Ref.

1,2).

En la busqueda de la funcion fisiologica de la PrI,

Katzenellenbogen y col. observaron que la PrI y la Ovalbumina
l

presentaban semejanzas en cuanto a la velocidad de migracion en

22



electroforesis en geles, en el comportamiento en los
. . . I I . Iprocedimientos de separaCion de proteinas y en su induCCion de

. Isíntesis por estrogeno. Si la PrI y la Ovalbumina estuviesen
. l _ / , lrelaCionadas podria ser inferida una funCion fisiologica de la

PrI y' tener implicanCias evolutivas. Sobre estas bases,
I , . I. l .propiedades fisicas e inmunologicas de una proteina induc1da por

/
estrogenos en oviducto de pollo (Ovalbumina) y una proteína

/ linducida por estrogenos en utero de rata (PrI) fueron
/

comparadas. La movilidad electroforetica en PAGE-SDSy el
/ /comportamiento en la elUCion cromatograíica en Sephadex G-lOO

indicaron que la PrI tenia un peso molecular aproximado de

42000, similar al de Ovalbumina y que presentaba una sola unidad
lpolipeptidica. El punto isoelectrico de ambasproteinas fue de

I4.6, ademas la PrI mostro un componente con punto isoelectrico

5.1. Pese a las similitudes encontradas, no hubo reactividad

cruzada entre ambas proteinas lo que implicaba que eran
Iinmunologicamente diferentes (Ref. 123).

Voaker y col. analizaron preparaciones parcialmente
1purificadas de la PrI, en relacion a diferentes actividades

enzimáticas. Dichas preparaciones no presentaban actividad de

Adenilato o Guanilato Ciclasa, ni de Proteina Ouinasa sino que

presentaban actividad de Fosíoproteina Fosíatasa (Rei. 85). En

realidad la PrI no presentaba tal actividad, Kaye y col.

pudieron separar dicho contaminante mediante fraccionamiento del

citosol de utero con SO4<NH4)2. Ademasla actividad

especifica de Fosfoproteina Fosfatasa presente en el citosol de
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I z
utero permanecía inalterable l, 4, 12 o 24hs despues de la

/ 1 ladministracion de estrogeno. La falta de fosforilaCion de la

PrI en si misma (Ref. 124) hacia incompatible que la misma
/nediara la aceion estrogenica en Virtud de una actividad de

Fosíoproteina Fosíatasa (Ref. 125).

l l 1En la busqueda de una rapida identificaCion de la PrI,
/

Somjen y col. emplearon el metodo de doble marcacion isotopica,

mezcla y homogenizacion de los uteros y centriíugacion a

semejanza del empleado por Barnea y Gorski (Ref. 2) pero

analizaron el sobrenadante por electroforesis en celogel
ubicando a 1a PrI en una banda de movilidad electroforética 1.1

l
veces mayor que la de Albumina Sérica Bovina (Ref. 48). King y

col. eluyendo del celogel la banda de la PrI y sometiendo dicha
Ielucion a PAGE-SBSy a isoelectroeníocado determinaron que la

l
PrI tenia un peso molecular de 39000 y un punto isoelectrico de

/4.5 y sugirieron que estaba compuesta por una unica subunidad

(Ref. 126).

Iacobelli y col. purificaron la PrI utilizando la doble
l /marcacion isotopica, cromatografía en DEBE-Celulosa y

electroforesis en acetato de celulosa de donde elufan la banda
/de la PrI. Dicha preparacion mostraba en PAGE-SBS una banda

mayor de peso molecular 43000 y dos bandas menores de 68000 y

26000 (Ref. 127).

/ / r' .El uso de la doble marcaCion isotopica hacia diíiCil la
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IinterpretaCion cuantitativa de los resultados (Ref. 128) y

presentaba la desventaja de que la PrI solo podía ser medida
l 1 ,despues del tratamiento con estrogeno lo que hacia imposible

deterninar si estaba presente en el teJido sin inducir o en

tejidos que no respondieran a la hormona. Walker y col.
l

utilizaron [355]-Hetionina en el medio de incubaCion de los
¿teros de ratas controles y de los úteros de ratas inducidas con

17É-Estradiol, los homogeneizabanpor separado, sonetían los
/

sobrenadantes de la centrifugacion a PAGE-SBSy analizaban por

fluorograíía el perfil electroforetico obtenido. La diferenCia
/observada entre los perfiles autoradiograíicoe provenientes del

l zcitosol de utero de las ratas control y del citosol de utero de
inducidas aumento de lalas ratas por l7e-Estradiol era el

intensidad de una banda ubicada entre Tubulina y Actina, con un

peso molecular aparente de 46000, que identificaron con la PrI

(Rei. 129).

Walker y col. analizaron homogenatos de diferentes organos
lde ratas prepuberes mediante electroforesis en celogel del

sobrenadante de los homogenatos, la banda correspondiente a la

movilidad electroforetica de la PrI (1.05 a 1.02 veces mayorque
/ lla de Albumina Serica Bovina) era eluída del celogel y sometida

a PAGE-SBS. Una banda de peso molecular 46000 (peso molecular
Ide la PrI), fue detectada por tincion del gel con Coomasie

lBrillant Blue en los casos del analisis de los homogenatos
Iprovenientes de corteza cerebral, hipotalamo y pituitaria de

Iratas prepuberes hembras asi comode corteza cerebral de ratas
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prepuberes machos. Los autores llanaron a esta banda 'proteínas

semejantes a la PrI’ y compararon dichas proteínas con la PrI

nediante PAGE-SDSde la digestion de dichas bandas con

Estafilococo Aureus Proteasa. De esta manera identificaron a la

Pr] cono una proteina mayoritaria constitutiva en útero,

pituitaria, hipotalamo y corteza cerebral de rata prepuber y

sugirieron que el cerebro podia ser una fuente conveniente de
/material para su purificacion en gran escala (Ref. 130).

El hecho de que el cerebro fuese la fuente mas rica en la

PrI llevo a Kayey col. a purificarla mediante la preparacián

de citosol de cerebro de ratas al que le agregaban una pequeña

cantidad del citosol de Jtero de ratas inducidas con estrdgeno y

marcadas in vitro con [3551-Hetionina lo que permitía la
visualizacion fluorográfica de la PrI y utilizaron precipitacion
con SOqNH4, cromatografía en DEBE-Celulosa y PAGE-SBS

obteniendo un producto 85%puro de peso molecularpreparativo,
48000-50000 (Ref. 131,132). Comola PrI era una de las mayores

proteinas solubles de cerebro, Kayey col. buscaron en la

literatura por proteínas con características fisicoqufmicas
semejantes a la PrI y encontraron que una proteína de cerebro

llamada antígeno 14-3-2 (Ref. 133) y que presentaba actividad

de Enolasa (2-Fosfo-D-Glicerato Hidrolasa, Ref. 134) podía

estar relaCionada con la PrI. La isoenzima acida (yy) de la
lEnolasa estaba presente en utero y respondía a estradiol,

aUmentando en utero y disminuyendo en cerebro despues de la

administracion de la hormona. La actividad de Enolasa eluía de
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la DEAE-Celulosa Junto con la PrI (Ref. 132). Reiss y Kaye en
l

su busqueda bibliograíica encontraron en los trabajos de Uood

que Creatina Ouinasa (CK) y Enolasa YY de cerebro de rata

copuriíicaban en DEAE-Celulosa, presentaban igual peso molecular

y eran separadas en una columna de agarosa (Ref. 135,136).
I /Agregar dicho paso de purificacion a su protocolo les permitio

identificar a la isoenzima BB de CKcomo el mayor componente de
. l . / .la PrI, en base a su actiVidad enZinatica espeCifica, su

. l .. .’comportamiento cromatografico y su inmunopreCipitaCion con

antisuero contra la CK-BB. La identidad de ambas proteínas fue
. I . . l .confirmada por analisis de doble marcaCion isotópica,

/comparacion del perfil de las digestiones parciales con

proteasas y el aumento de la síntesis de CKen respuesta a la
/La relacion molar de Enolasa/

administracion de 17É-Estradiol.
lYYa CK-BBen utero era de 1:300 (Ref. 137).

IWalker y Kaye obtuvieron el ARN-mde utero y de cerebro de
lratas prepuberes y lo tradujeron en un lisado de reticulocitos

/
de conejo. finalizaron los productos de la traduccion por: l)

1inmunoprecipitecion con anticuerpos contra la PrI purificada de

cerebro, 2) electroforesis en dos dimensiones y 3) por digestion

parcial con proteasa de les bandas seleccionadas de los geles

monodimensionales o de las manchas seleccionadas del gel
/

bidimensional. Estos analisis mostraron que el ARN-mde la PrI

de utero o de cerebro eran fielmente traducidos en ese sistema
/ l

de traduccion libre de celulas. La comparacion de los productos
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/ /
de traduccion provenientes de ARN-mde utero de ratas prepuberes

/
controles y de ratas prepuberes inducidas con estrogeno por 1h

/ Jrevelo un aumento de la sintesis de la PrI. El aumento provenía
/por lo menos parcialmente de un incremento de la concentracion

uterina de ARN-nde la PrI (Ref. 143).

l lKaye informo sobre la insercion en E. coli de ADN doble
Icadena preparado de una fraccion enriquecida de ARN-nde cerebro

I
. . . . / r .utilizando tecnicas convenCionales de ingenieria genetica. La

hibridizaCián de las colonias con ARN-mde útero de ratas
l Icontroles y estimuladas con estrogeno revelo probables clones de

CK-BB (Ref. 144).

Gorski y col. adoptaron el siguiente esquema de
1purificacion de la PrI: partian de citosol obtenido de 400

luteros de ratas adultas mezclado con citosol (marcado in vitro
/ l

con 140) de utero de 40 ratas prepuberes inducidas con
l 1estrogeno y citosol (marcado in vitro con 3H) de utero de 40

ratas prepáberes controles. En PAGE-SDSdel citosol, la PrI era

difícilmente identificada ya que su peso molecular era similar a

otras de las muchasproteínas citosálicas y un cambio en la

relacion de la incorporacion de los isotopos era enmascarado por

la gran cantidad de radioactividad que comigraba con la PrI. A

medida que la PrI iba siendo purificada la banda correspondiente
Coomasie/en PAGE-SDS se hacía mas notoria con la tincion con

Blue y la relación 14C/3H se hacia mayor conBrillant
l l Irespecto a la mismarelacion de las otras proteinas citosolicas.
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IUtilizaron Cromatograíia en DEAE-Celulosa,Hidroxiapatita, tamiz

molecular y electroforesis preparativa. La PrI presentaba en

PAGE-SD;una banda principal de peso molecular 42000-45000 y una

banda menor de peso molecular 80000 que por las características

de interconvertirse dependiendo de la temperatura aplicada a la

antes de sembrar en el gel, podía ser un dinero de lamuestra

PrI o la PrI unida a otra proteína de similar peso y tamano
(Ref. 138).

En 1983 Kumar y col. informaron por primera vez sobre la
I lpurificacion de la PrI a homogeneidad del utero de rata

l
prepuber, organo blanco de la hormona. Brevemente, 50 ratas

prepáberes fueron inyectadas intraperitonealmente con 5ug de
/

17P-Estradiol en 0.3ml de solucion salina 1Xen Etanol y otras
50 fueron inyectadas con la solucion vehículo solamente. Luego

/de 1 a 1.5hs los animales fueron sacrificados y los uteros

removidos y colocados en viales con medio de cultivo adicionados
I

con {3H]-Leucina en el caso de los uteros de ratas tratadas
1 _ 1

con estrogeno y {14C]-Leuc1na en el caso de los uteros
_ - / /controles. Luego de 2hs de incubacion los dos grupos de uteros

se mezclaron, homogeneizaron, centriíugaron y el sobrenadante

(citosol) fue cromatograíiado en DEAE-Sephacel y luego en

Hidroxiapatita Ultrogel siguiendo la purificacián por el aumento

en la relacion H3/14C y por la actividad de CK. Se

obtenían 50ug de la PrI de los 100 uteros de rata prepdber, con
habiéndoseuna actividad específica de 2480u/mgde protefna,
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I
logrado una purificacion de 1127 veces. La PrI presentaba en

PAGE-SBS un peso molecular de 49000 y en isoelectroenfocado un

punto isoelectrico de 5.2. La PrI purificada a homogeneidad de
l 1 /utero de ratas prepuberes se utilizaría para la obtencion de

anticuerpos de gran confiabilidad para el aislamiento del ARN-n
/

de la PrI y la subsecuente produccion de pruebas específicas
/(Ref. 139, Fig. 2: Purificacion de la PrI por cromatografía

PAGE-SBSde los sucesivosen DEAE-Sephacel y en HAU. Fig. 3:
/

pasos de purificacion de la PrI.)

Kumary col. prepararon anticuerpos monoclonales contra la
z ¡ /proteina CKinducida por estrogenos en utero de rata prepuber:

CK-EIP. Dos de ellos, el HAb-28 y el MAb-78, ambos del tipo

IgH, reaccionaban con la CK-EIPdesnaturalizada pero no con la

enzima nativa. El MAb-28reaccionaba con la CK-BB de otras

especies pero no con otras CK-HH, mientras que el Hab-78

reaccionaba con ambas isoenzimas de CK. La CK-EIP purificada de
/ lutero de rata prepuber comodescribí mas arriba (Ref. 139) y la

/
CK-BB purificada de cerebro de rata prepuber comose indica en

Resultados I de esta Tesis Doctoral, presentaron diferencias de

reactividad frente al HAb-28, la reactividad de la CK-BB era

menor que la de la CK-EIP indicando que o bien la CK-BB

expresaba menos copias que la CK-EIPdel determinante reconocido

por el monoclonal o que la CK-BBposeía un determinante que

reaccionaba con el anticuerpo con menor afinidad. Como los
. I r .anticuerpos preferian los antigenos desnaturalizados era

probable que la diferencia observada se debiese a una pequena
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F19. 2. PurificaCion de la Pr} de utero de rata prepuber

por cromatografía en (A) DEAE-Sephacely en (B) Hidroxiapatita

Ultrogel. (A) Citosol dializado, diluido a una concentracion de

proteina de 0.2mg/ml fue corrido en una columna de DEñE-Sephacel

EDTA 1.5nH.(1.5 x 30-cm) equilibrada con buffer Tris.Cl 0.01H,

pH7.6, con una velocidad de flujo de 30ml/h. La elUCián se

llevé a cabo con un gradiente lineal (O a 0.1M, volumen total
600ml). (B) Las fracciones Nro. 60 a 70 de la columna de

DEAE-Sephacel, que presentaron un aumento de la relació;

3H/14C fueron mezcladas, dializadas contra EDTA 1.5nH,

pH7.0, y corridas en una columna de Hidroxiapatita Ultrogel (1.5

x 30-cm) equilibrada con EDTA1.5mn, pH7.0. Se eluyá con un

gradiente lineal de O a 0.1K de buffer Fosfato pH6.8 (Ref.
139).
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Fig. 3. Analisis en PAGE-SBSde las fracciones de la

/purificacion de la PrI de utero de rata prepuber. Canal 1 y 5.
Imarcadores de peso molecular (Fosfcrilasa b, 94000; ñlbumina

l ISerica, 67000; 0voalbumina, 45000; Anhidrasa Carbánica, 30000;

Inhibidor de la Tripsina de poroto de scan, 20000). Canal 2,

Citosol. Canal 3, mezcla de las fracciones 60-70 eluídas de la

columna de DEAE-Sephacel (ver Fig. ZA). Canal 4, mezcla de las

fracciones 28-32 de la columna de Hidroxiapatita Ultrogel (ver

Fig. 23). El gel fue tezido con CoomasieBrillant Blue (Ref.
139).
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variacián de la estructura primaria en el deterlinante aunque

variaciones nenores comola conversion de aspargina y glutanina

a sus respectivos ácidos podía ocurrir durante el proceso de

extraccion y purificacion de las enzimas y causar esa diferencia

de reactividad con el anticuerpo. Los anticuerpos monoclonales

deberian ayudar a dilucidar la relacion de estructura y funcion

de la CK-BBy la CK-EIP, la distribucion anatámica de ambas y

las variaciones fisiolágicas, patoloéicas y experinentales en
relacion a la expresion de genes inducida por hormonas sexuales

(Rei. 140, Fig. 4: Datos sobre las dos líneas h{bridas
estudiadas, Fig. 5: Reactividad (por SIA) de diferentes

concentraciones de CK-EIP con el HAb-2B, con el MAD-78y con un

monoclonal no relacionado.)



Bcperinmto Cultivo Nírero de Clm Designacim de
de fusión Placa nuestro clonados estudiado la línea celular

1 b 3-71b 2 28 3-71b/6/49/28

2 c 4-50c 2 7B 44ïk/8NEV78

Fig. 4. Datos sobre dos líneas celulares híbridas productoras de Anticuerpos

Monoclonales contra la CK-EIP (Ref. 140).
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Fig. 5. AnálJSJS por SIA de la 1nmunoreact1v16ad de

Anticuerpos Honoclonnles contra la CK-EIP. (o) HAb-ZB y (o)

Hñb-78 se unen a un amplio rango de concentrac1onea de la CK-EIP

(ng/circulo, abcisa), mientras que un Hñbno relacionado (G) con

la CK—EIPno presenta unián. Líquido ascítico obtenido para

ambas líneas productoras de Hab-28 y Hab-78 fueron ensayadas a

una dilucián de 1:100 por SIA. Las lecturas se realizaron a
l

A450a los 15min de la adicion del sustrato de la enzima.



b- Creatina Quinasa

ILehmann encontro que la liberaCion de la Creatina durante
I

la contraccion muscular requería ADPcomo cofactor y propuso que

1a Creatina-P reaccionaba con ADPpara producir ATPy Creatina

(Ref. 145).

En 1964 Burger y col. describieron tres isoenzinas de la

Creatina Ouinasa (CK) separadas por electroforesis en gel de

agar. La isoenzima tipo I fue encontrada en cerebro, la tipo
/ /III en musculo esqueletico y la tipo II, de movilidad
I _ . 1 I /electroforetica intermedia, en musculo liso y corazon (Ref.

146). Ese mismo año Jacobs y col. informaron sobre una cuarta

isoenzima de la Creatina Quinasa, presente en mitocondrias
l laisladas de cerebro. corazon y musculo esquelético (Ref. 147).

l
Dance y Watts analizaron la composicion aminoacídica de la

/
Creatina üuinasa de musculo y observaron que luego de la

digestián tríptica de la enzima solo la mitad de los peptidos
/

esperados estaban presentes, lo que sugirio que la CK era un

dinero compuesto por subunidades similares (Ref. 148). Dawson

y col. demostraron que la CKera un dímero y que las tres

isoenzimas descriptas por Burger y col. (Rei. 146) estaban

compuestas por dos subunidades: la B encontrada en cerebro y la
/ . .H encontrada en musculo. La isoenZima de la CKde cerebro se

I
componía de dos subunidades B (CK-BB) y la isoenzima de musculo
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de dos subunidades H (CK-HH). La otra isoenzina que

correspondía al tipo II de Burger se componfa de una subunidad H

y una subunidad B (CK-HB) (Rei. 149). Las dos subunidades de

mapas de1a CK eran diatinguibles inmunologicamente, por sus
. l / . _ ./ . Jdigestion peptidica y por su composiCion aninoaCidica.

zDemostraron tambien que la asociacion de las subunidades B y H

ocurría in vitro (Ref. 150,151).

La actividad de la CKse encontraba en tejido adiposo (Ref.

152) y en tumores (Ref. 153). En general la enzima
¡nitocondrial se encontraba en mitocondrias aisladas de corazon,

/ /
musculo esqueletico y cerebro. Ademascada uno de estos tejidos

/se caracterizaba por tener una diferente distribucion de las
/otra isoenzimas, en cerebro se hallaba la CK-BB, en musculo

l
esqueletico la CK-HHy en corazon principalmente la CK-HH y

1corazon decantidades apreciables de la CK-HBy la CK-BB. El
lpollo era una excepcion ya que contenia la isoenzina

mitocondrial y la CK-BB.

Grace y Roberts informaron que el peso molecular de las dos
/

subunidades era aproximadamente 41000 (Ref. 154) pero mas tarde

con el uso de PAGE-SBS para chequear la pureza de las

preparaciones de las isoenzimas Perryman y col. observaron una

banda proteica en el caso de la CK-BBy una en el caso de la

CK-MH y dos bandas proteicas en el caso de la CK-HB.

Reexaminaronlos pesos moleculares de las isoenzimas purificadas

de distintas especies determinando por PñGE-SDSque la subunidad
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H tenia un peso molecular de 41000 en todas las espeCies

testeadas, y que el peso molecular de la subunidad B diferia con

la especie, siendo de 44500 en la humana, 46000 en la canina,

44000 en el conejo y 49000 en el raton. Las digestiones con

Bronuro de Cianápeno de la subunidades H de las diferentes

especies presentaba un perfil semejante en PAGE-SOSy las mismas

digestiones de las subunidades B de las diferentes especies

mostraban un perfil propio de cada una. La subunidad

nitocondrial tenía un peso molecular identico a la subunidad H.

La subunidad B parecía haberse conservado menos durante la
l

evolucion que la subunidad H (Ref. 155).

b.1- Las Isoenzimas de la Creatina Ouinasa

/
La CK-MBha sido estudiada en relacion a su importancia

/ . . _/ ./clinica ya que la variaCion de su concentraCion normal en plasma

humano es un marcador específico del infarto de miocardio

(Ref.156) y consecuentemente la importancia de disernir entre un

aumento de la CK-HB(infarto o enfermedad renal) o un aumento de
lla CK-BB (relacionado con enfermedades neoplasicas o

Icerebro-vasculares u otras) en plasma llevo a mejorar los
/ I _ .metodos de separacion y ensayo de ambas isoenZimas (Ref.

157-159).

. . / . ILa CK-MN, isoenZima espeCifica de musculo, ocupa un rol
l . i r .importante en relacion a su funCion en celulas diferenCiadas.En

el tejido embrionario se encuentra presente la CK-BBy en la



l Iforma diferenciada del musculo esqueletico se encuentra
Isolanente la CK-HH. Durante cierto momentode 1a transicion

/
ambas subunidades estan presentes y se unen para formar el

heterodínero. Con el uso de una prueba de ADNobtenida de la

subunidad H (pHCKl) se obtuvieron evidencias de que en
/ /nusculo esqueletico embrionario como en mioblastos

proliferativos en cultivo, no se encontraba presente el ARN-n
l

correspondiente (Ref. 160), por lo tanto la transcripCion de la

CK-H era parte integral del programa que manejaba la ceíula

diferenciada terminal de másculo esquelético. La pregunta

central era si habia alguna propiedad especial en 1a CK-HH no

compartida con la CK-BB. Una diferencia importante entre ambas

isoenzimas ha sido observada con respecto a la habilidad de

unirse a las miofibrillas. La CK-HMha sido identificada como

uno de los componentes de la linea electrán-opaca que atraviesa
/el centro del sarcomero de mioíibrillas y consiste en su mayor

parte en los llamados puentes H (Ref. 161). Haterial removido

de estos puentes presenta actividad de la Creatina Ouinasa (Ref.

162). Algunos datos sugieren que la CK-HHunida a la linea H

podria ser un sistema regenerante de ATP en la mioíibrilla
/ademas de ser parte estructural del aparato contractil (Ref.

160).

Un rol semejante ha sido asignado a la CK durante 1a
/

mitosis ya que ha sido localizada por tecnicas de
vinmunofluorescencia en los filamentos de las celulas en

/ 1interfase (Ref. 163) y en el huso mitotico de celulas (de
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/
líneas celulares en cultivo) en division. incluyendo la línea

celular PtK1 (Ref. 164,165) y ha sido encontrada en
raislamientos de los husos de huevos de erizo de mar en division

/ / 1(Ref. 166) y de nucleos de celulas musculares en division.
ICande demostro que la CKpodia tener en la mitosis un rol

I ¡semejante al observado durante la contraccion del musculo
/esqueletico (Ref. 167).

La CK-BB, isoenzima encontrada en tejido embrionario y en

cerebro, había sido muypoco estudiada y nada se sabía sobre su
/

regulacion. Reiss y Kaye la identificaron con la PrI, proteína
l linducida por estrogenos en utero de rata (Ref. 131). Estudios

preliminares de la induccion de la CKpor estrágeno en tejidos
lnormales y neoplasicos fueron realizados para analizar la
I Iposible regulacion por estrogeno de otras enzimas del

/metabolismoenergetico y para evaluar la posibilidad de utilizar

a la CK-BBcomo un marcador, en clínica, de la respuesta tumoral
/ I I

a la administracion de estrogenos (Ref. 168). Kaye observo que
/los tejidos normales contenían predominantemente CK-BB y esta

. . . l . . .era la isoenZima que se induc1a in Vitro en tejido de mama

humano normal y que los tumores del tEJidO de mamas podían

contener una proporcion grande de la CK-HM(Ref. 168) mientras
l _que otros tumores podian retener la CK-BB como enZima

_ lpreponderante o exclusiva. Kaye sugirio entonces que el
/ /analisis de la composicion de las isoenzimas de la CKen tumores

. . l . . .y/o de la compoSiCion de las isoenZimas de la CKestimuladas por

mejor1 1estrogeno en tumores de mamahumano in vitro proveria un
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l
marcador de 1a respuesta a la terapia endocrinologica (Rei.

144).

Kunar y col. confirnaron la asociacion de la actividad de

1a CKcon la PrI, aunque ciertas diferencias fueron observadas

entre la PrI purificada de ¿tere de rata prepuber inducida por

estrágeno (Ref. 139) y la CK-BBpurificada de cerebro de rata
I

prepuber cono se indica en Resultados I de esta Tesis Doctoral

(Ref. 140, 141).

b.2- La Creatina Quinasa

en el Transporte de Energía

La Creatina Quinasa cataliza la reaccion reversible:

Creatina 0 ATP <—---> Creatina-P + ADP

La Creatina es sintetizada en dos reacciones sequenciales
/enzimaticas a partir de Arginina y Glicina por

/transguanidinacion fernando acido guanidinoacetico y posterior

N-metilacion para formar Creatina. Estas reacciones ocurren
. . Í l .a-v/ .prinCipalmente en higado, pancreas y rinon. La cantidad de cada

enzima presente en los diferentes tejidos difiere con las
¡

especies. Ninguna de las enzinas ha sido encontrada en musculo
¡l 1 _esqueletico, corazon o cerebro, que son los tejidos donde se

u . lencuentran la Creatina y la Creatina-P en las mas altas

concentraciones. Ambas,Creatina y Creatina-P reaccionan no
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l
enzinaticanente para formar la Creatinina que no es reconvertida

a Creatina en cantidades apreciables. Por lo tanto estos

tejidos deben mantener su reserva de Creatina a expensas de la
/

Creatina plasmatica. El interes en Creatina-P se basa en su
/ .

funcion en el metabolismo energetico.

La s{ntesis de la Creatina-P ocurre en mitocondria donde la

Creatina Quinasa mitocondrial utiliza el nuevo ATP sintetizado

para producir Creatina-P. La Creatina-P se utiliza para proveer
l

ATP en las reacciones en que la celula lo necesite. Bessman y

Carpenter propusieron una teoria muyinteresante que postula que

el uso de la Creatina-P en esas reacciones que requieren ATP

involucrar{a una cercana asociacion de la Creatina Quinasa a la

ATPasa local lo que permitiría a 1a Creatina-P regenerar el ATP

muy cerca del sitio activo de la ATPasa. Esto permite que la

concentracion efectiva de ATPcerca del sitio activo sea alta y
/por lo tanto que la reaccion no sea limitada por la

disponibilidad de energia (Ref. 169).

La presencia de Creatina Quinasa, Creatina y Creatina-P en
/altas concentraciones solamente en tres tejidos, corazon.

/ 1musculo esqueletico y cerebro, puede ser una pista sobre el

origen evolucionario de este sistema de transporte de la energia
(Ref. 169).

El rol de la CK-HH, como componente de los puentes H del
/ /sarcomero de mioíibrillas (Ref.161) y la localizacion de CK en
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Ilos filamentos de celulas en interfase (Rei. 163 ) y en el huao

nitático (Ref. 164,165) ha sido claramente relacionado con el

aistena regenerante de ATP(Rei. 160,167).

El rol de la CK-BBno esta todavía tan delineado. El
lteJido cerebral no tiene presumiblenente mayorvariacion en la

/ / . /demanda de energla como ocurre en musculo y no requerlrla este

aistena de transporte de la Creatina para compensar la denanda.

Probablemente el aporte continuo de energía en el cerebro sea

tan crucial que un sistena de transporte de la Creatina-P no sea
. . /requerido para compensar varlaclones en la demanda de energza

/
sino para asegurar un suplemento energetico bajo condiciones
extremas como la anoxia (Ref.169).



c- 0018L1VORde esta Tesze Doctoral

Los objetivos oe: trabajo presentado en esta Tesis Doctoral

fueron la identificaczán químzce e 1nmunolágzcade la proteína

:nduczda por estrógenos en útero de rata prepáber (CK-EI?) que

presenta act1v1dad de Creatzna Guznasa y su comparaczán con la

Creatzna Ouznasa de cerebro de rata prepgber (CK-BB)que es una

proteína mayoritaria de cerebro deacrzpta como¿ndistznguiole de

la CK-EIP. El ARN-mde la CK-EIP fue purxízcado de una

preparac1án de ARN-mde útero de rata prepúber 1nducida por

estrogeno, el futuro clonado de dicho ARN-n permitirá la

deduccián de la secuencia am1noacíd1ca de la CK-EIP.

Se presenta en esta Tesis Doctoral:

1) la purificación de la CK-BBde cerebro de rata prepáber,

2) la comparacion de la CK-EIP de útero de rata prepúber

inducida por estrágeno y de la CK-BBde cerebro de rata prepáber
. . l V . Amedlante estudzos 1nmunologzcos y fISLCOQUJMICOSy

3) la purificacián del ARN-mde la CK-EIP (Ref. 141,142).



MATERIALES v HETODOS

/
1- Purificacion de CK-BBde Cerebro de Rata

/1.1- ObtenCion del HP -to Inic1al

Se utilizaron ratas Wistar, hembras prepuberes de 18 a 21

dias de Vida, obtenidas de Griffin Laboratory, Wadsuorth Center

for Laboratories s Research, Albany, NY. Los animales se

sacrificaron por dislocacián cervical y los cerebros se

extrajeron e inmediatamente se congelaron en nitrágeno líouido.

Luego de registrar su peso fueron molidos en una licuadora

previamente enfriada y homogeneizados en un homogenizador de

tejidos (Polytron) utilizando 5 veces pulsos en posicion 6, de

lSseg cada uno, con intervalos de lmin, a 0-4°C en un

volumen 2.5 veces el peso de los cerebros de buffer Tris.Cl

lOmM, EDTA1.5mH, 2-Hercaptoetanol SmH, con 40ul de aprotinin

por ml de buffer, pH7.5. El homogenato fue centriíugado a

25000rpm por 150min a 4°C, en un rotor Beckman SW27.1.

/En el sobrenadante del HomogenatoInicial, se cuantifico la
/ lenzima CK(ver 16) y se lo utilizo para la purificacion de la

misma.



1.2- Cronatoqraíia en Columna

En todos loa casos en que se utilizo cromatografía en

columna los siguientes paránetros fueron medidos en el material

sembrado y en las fraCCiones eluidas:

-Activ1dad de CK (ver 17)

-Prote{nas por el metodo de Bradford (ver 18)

-Absorbancia a 280 y 260nn.

-Conductividad

Las alfcuotas de las fracciones pertinentes fueron conservadas a
/

-80°C para su posterior analisis en PAGE-SOS(ver 12)

l1.2.1- Cromatoqraffa de Intercambio Ionico

en DEAE-Sephacel

DEAE-Sephacel (Ref. 170) de Pharmacza Fine Chemicals es

Dietilaminoetilcelulosa presentada en forma de esferas y con un

grado de entrecruzamiento que le confiere alta capacidad. La

columna de 30 x 1.5 cm se equilibro a 4°C con buffer Tris.Cl

lOnH, EDTA1.5mM, 2-Hercaptoetanol 5mm, pH7.6, con un flujo de

30ml/h.

El homogenato inicial (ver 1.1), previamente dializado
/ lcontra el buffer de equilibrio, se sembro y corrio con un

gradiente lineal de 0 a 0.1K de ClNa en dicho buffer, volumen



total 500 ml. Se recogieron fracciones de 5 ml. Los elufdoa

del pico de actividad de la CKfueron mezclados en un solo tubo
l

que se denomino ‘pico de DEAE' y que fue utilizado para
/

continuar con la purificaCion.

1.2.2- Cromatoqrafía de Adsorcidn

en HidrOXJGDGtita Ultroqel (HAU)

/
Se utilizo HAU(IBF Reactifs-Pharmindustrie) que es un gel

de agarosa en forma de esferas con cierto grado de
. I .entrecruzamiento entre las cadenas de polisacaridos que

mantienen atrapados a microcristales de HidrOXiapatita. La

Hidroxiapatita presentada en estas condiciones ofrece mayor
’ /velocidad de flujo, menor eliminacion de particulas, mayor

estabilidad frente a pHextremos y frente a alta temperatura que

la HidrOXiapatita convenCional (HTP), la cual no posee
/entrecruzamiento entre las cadenas de polisacaridos.

La columna de 30 x 1.8 cm fue equilibrada a 400 con un

buffer Tris-ClH 10mm, EDTA1.5mH, 2-Hercaptoetanol 5mm, pH7.6.

Se sembrá el pico de DEAE(ver 1.2.1) previamente dializado

contra el buffer de equilibrio y se corrio, con un gradiente

lineal de 0 a 0.1K de P04Na pH6.8, volumen total de 500 ml.

Se recogieron fracciones de 5 ml. La columna fue regenerada con

buffer Fosfato de Potasio 0.5” pH6.8.
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1.2.3- Cromatografía de AdsorCiÉn

en Hidroxiapatita (HTP)

Se utilizá Bio-Gel HTP (Bio-Rad Laboratories) en una

columna de 30 x 1.8 cm preparada acorde a las especificaciones

de Tiselius (Rei. 171,172) y equilibrada con buffer Fosíato de

Sodio SmH, 2-Hercaptoetanol SmH, pH6.5. Se sembro’el pico de

DEAE (ver 1.2.1) previamente dializado contra el buffer de

equilibrio. Se utilizaron diferentes gradientes lineales de

buffer Fosíato de Potasio 5-100mH, 5-200mH y S-SOOmH, con

2-Hercaptoetanol SmH,pH6.5, volumen total 500ml. Se recogieron

fracciones de 5ml.

Las fracciones del pico de actividad de CK que mostraron

una sola banda de 49000 en PAGE-SDS(ver 12) fueron mezcladas,

una parte fue alicuotada y conservada en hielo en camara fria

hasta el momentode su uso y otra parte fue dializada contra

H20, alicuotada, lioíilizada y conservada a -80°C.

/
2- Obtencion de Inmunosuero de Conejo

La sangre del conejo se extrajo con Jeringa de la vena
. / .principal de 1a OÏEJB. Se tomo la primera muestra de sangre

Ipara utilizar comocontrol negativo cinco dias antes de empezar
1la inmunizacion. Todas las inmunizaciones se llevaron a cabo



/
por inyecciones intradermicas en el lomo del conejo preVio corte

/
del pelo y desinfeccion de la zona con merteolate.

Se inyectaron 400ug de la CK-BB liofilizada tomados en

200ul de200ul de H20 y completamente emulsionados con

adguvante completo de Freund.

/A los 21 dias se le administro el primer booster.Debido a
l

la carencia en ese momentode la CK-BBpura, se utilizo una

alicuota obtenida del pico de la primera columna de

hidrOXiapatita (ver 1.2.3), de la cual se purifico la CK-BB
mediante electroforesis. La alicuota fue sembrada en PAGE-SOS

de 1.5mmde espesor, de donde la banda correspondiente al peso

molecular de la cadena polipeptfdica de la CK-BBfue removida.

Para ello se corto el gel verticalmente por la mitad de los

canales de los extremos derecho e izquierdo del mismo, cuidando

de hacer marcas identificatorias. Dichos extremos fueron

tenidos con Coomasie blue (ver 12) y luego, de acuerdo a las

marcas fueron colocados en sus respectivos lugares a los
I lcostados del gel. Asi se ubico la posicion de la banda

- . .1 _ /correspondiente a la CK-B en el gel sin tenir. Se corto

horizontalmente dicho trozo que contenía aproximadamente 50ug de
. . Í .CK-BB, se lo homogeneizo a traves de sucesivos pasajes por una

/
aguja y se lo utilizo para inyectar el conejo. ñ los 21 dias

una muestra de sangre fue tomada.

/
Transcurridos 12 dias se administre el segundo booster con

49



400ug de CK-BB lioíilizada tomada en 300u1 de H20 y

períectanente emulsionada con 300u1 de adguvante incompleto.

Muestras de sangre fueron tomadas a los 9 y a los 21 dias.

/
Luegode transcurridos 7 dias ae le administre el tercer y

ultimo booster de BOugde CK-BBlioíilizada tomada en 300ul de

H20 y perfectamente emuISionada con 300u1 de adjuvante
/

incompleto. Se tomo una muestra de sangre a los díez días. En

todos los casos la sangre se dejo coagular a temperatura

ambiente. Se separo el suero y se obtuvo el titulo de

anticuerpos por SIA (ver 16). El suero se conservo en alicuotas

a -80°C.

/3- Purificacion de las IqG de Suero de Coneïoa

por Columna de Proteina ñ-Sepharosa

Se utilizá Proteina A de estaíilococo, (Rei. 173)

covalentemente unida a Sepharosa CL-áB (2.79) (Pharmacia Fine

Chemicals) embebida en buffer fosfato 0.1H pHB (10m1 de gel) y

empaquetada en una columna de 25 x 0.5 cm, a áOC. El suero

inmunizados fue diluido 1:4 en el buffer dede los coneJos

equilibrio. Se eluyo con buffer Fosfato de Sodio 0.1H pH7.0.

Se recogieron fracciones de 1m1en las que se determino el pH y
/eluyola Absorbancia a 280mm. Alcanzado en el elufdo el pH? se

con buffer Fosíato de Sodio 0.1H pH6, luego con buffer Citrato

0.1n pH5,pH4 y pH3. Los eluídos del pico de Absorbancia a 280nm
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fueron mezclados y neutraliZadoa. Para concentrar laa IgG se

filtro utilizando filtros Amicono se precipito/con sulfato de

anonio saturado al 80x. El precipitado obtenido luego de

centriíugar a 25000 rpm por 1h a 4°C fue reauapendido en

H20.

/ I ILa concentracion de IgG se llevo a Ing/ml y se conservo
/

. ralicuotada, en hielo, en camara fria a 40€.

4- InmunodiíUSion BidimenSionaI: Ouchterlony

Se utilizaron portaobjetos (6 x 2 cm) sobre los cuales se
¡deposito 3ml de agar al 1%en buffer fosfato aalino. Luego de

lsolidificado se realizaron marcas con un aparato que producía

seis pozos exteriores y uno interior. El agar era removido de

los pozos por suCCion. Las proteinas liofilizadas y

resuspendidas en buffer PBScon NP-qo al 0.12 fueron sembradas

en los pozos. En los casos en que el volumen a sembrar era
. . / I,mayor del volumen admitido por el pozo, se sembro y dEJO

. . . /penetrar suceSivamente las veces necesarias. Se incubo a
,' Itemperatura ambiente en camara humeda por 48hs, luego se lavo

. . / . .por inmerSion en buffer fosfato salino durante varias horas,
1l Hseguidamente se lavo con H20 y finalmente se tino con

Coomasie Brillant Blue R-250.

/Para la visualizacion de las bandas radioactivas la



Ouchterlony (Ref. 174) fue sacada a temperatura ambiente,

rociada con EN3HANCESpray (New England Nuclear) siguiendo

las indicaciones del fabricante y autoradiograíiada en pelicula

Kodak X-Onat ARa -80°C por el tiempo necesario.

. / .5- Digestiones Quinicas

. .’ , z5.1- Digestion con Acido Fornico 88x

Se resuspendieron 100 ug de proteina lioíilizada en 200ul

de HCOOHeez. Se dejáldigerir durante 24 hs a 37°C y luego

se congelá y lioíilizo. Se resuspendiolen 500ml de H20y se
lioíilizá cuatro veces consecutivas. Las muestras ee

conservaron a -80°C (Ref. 175).

/ /5.2- Diqestion con Acido Formico 70x

Se resuspendieron 20ug de proteina liofilizada en SOul de

HCOOH70%, NP-40 0.1K. Se de); digerir por 24hs a temperatura

ambiente y luego se congelá y lioíilizo. Se resuspendiá en

500mlde H20y se lioiilizá'cuatro veces consecutivas. Las
-vmuestras se conservaron a -80°C (Ref. 1/5).



Í 15.3- Diqestion con Acido Clorhídrico 0.04N

20ug de proteína lioíilizada fueron resuspendidos en 40ul

de NP-qo 0.1: y tratados con 25u1 de C1H 0.1K por 24hs a

temperatura ambzente, neutralizados con NaOH0.1N, congelados,

lzoíilizadoe, reauapendidoa en 500n1 de H20y lioíilizados
cuatro veces consecutzvaa. Las muestras se conservaron a

-80°C (Reí.175).

/5.4- questzon con Bromuro de C1

en Acido Clorhídrlco 0.06N

100m9 de proteína lioíilizada resuspendidos en 70ml de

NP-40 0.1% fueron tratados con 125u1 de una solucián de 1.8mg de

BrCN por ml de ClH 0.1N por 24hs a tenperetura ambiente,

neutralizados con NaOH 0.1N, congelados, lioíilizados,

resuspendidos en 500ml de H20y lioíilizados cuatro veces

consecutivas y íznalmente conservados a -80°C (Ref. 176).

/ 15.5- Digestion con Bromuro de Cianogeno
1

en Acido Formico 7Q;

Se resuspendieron 100m9de proteína lioíilizada en 250ml de

53



/
una solucion de 15m9 de BrCN por m1 de HCOOH70:, NP-40 0.1%.

l l _ /Se dejo digerir por 24hs a temperatura anbiente,se congelo y
1 / llioíilizo. Se reeuapendio en 500m1de H20y se lioíilizo

cuatro veces consecutivas. Las muestras fueron conservadas a

-80°C (Rei. 176).

/6- Digestiones EnZinaticas

/6.1- Digestion con Trigsina

La solucidn madre de Tripsina fue de luglml en ClH 0.1nH,

CL2Ce 0.1mH. Se disolviá 50ug de proteína en 25ml de Urea

8M, NHqHC030.4H colocdndole a 37°C por 50min. Se

agregáI1x p/p de Tripsina/proteína (10ml de una dilucidn 1:20 de

la soluCián madre en ClH 0.1Hm, C12Ca 0.1mH) y se llevé a

100m1 con ClH 0.1mH, C12Ca 0.1nH manteniendo el pH en 6.5

con NH40H, dejando digerir por Abe. Se adiciond, 1% p/p

nuevanente y se dejá digerir por 2hs. Se agregá 1x p/p y ae

dEJá digerir por 1h, siempre a la misma temperatura. La

digestid; fue detenida por congelamiento. Se liofilizá y se
conservaron las muestras a -BO°C(Ref. 177).



/6.2- Digestion con Ouinotripslna

Se utilizaron las mismas soluciones y metodología que en

6.1 con Ouinotripsina en lugar de Tripsina. La proteína se

mantuvo en el buffet con Urea por 1h y luego se dlgeriá por Shs

30nin con Quinotripaina y se realizá solamente un segundo

agregado de la enzima dejando actuar por 1h 30min. Se congelá y

lioíilizá. Las muestras fueron conservadas a -80°C (Ref.

178).

6.3- question con Clostripa1n

Se utilzzá una solucián de Clostripain de img/ml en

C12Ca 20mH, 2-Hercaptoetanol 0.1%. 50ug de la PrI y 65ug de

la CK-BB fueron resuspendidos respectivamente en 30u1 de una

solucián de Urea BH en NHqHCO30.4H, colocáudola a

37°C por 50m1n. Se agregá Sul de la solucián de Clostripain

y 25u1 de C12Ca ZOmH,2-Hercaptoetanol 0.1% y se dejá

digerir por 2hs a la mismatemperatura. Se agregá Sul de la

solucián de Clostripain y se de); digerir por 2hs a la misma

temperatura. Se repetig este ultimo paso dos veces mas

totalizando Bhs de digestion. Se congelá y liofilizá. Las
muestras se conservaron a -80°C (Ref. 179).



7- Isoelectroeníocado en

Gel de PoliacrilaMida (PAGIEF)

Se utilizá lo unidad 2117-100 de IEF de LKB. Los geles de

2mm de espesor fueron preparados con una mezcla de 30ml de la

solucion de Acrilanida, Bml de Glicerol y 3nl de la mezcla

apropiada de Aníolitos. Se llev; a 60ml con H20, se degeseá
l

y se le agrego 500 ul de Persulíato de Amoniode 22.8ng/ml.

Las soluciones de los electrodos utilizadas fueron: NaOH

IN en el cáiodo(-) y Acido Aspártico 0.04H en el agodo(o) y los

marcadores de punto isoelectrico: Amiloglucosidase de

Aspergillus, 3.65; Inhibidor de Tripsina de poroto de soga,

4.55; Beta-Lactoglobulina (A) de leche bovina, 5.13; Anhidrasa

Carbonica B de eritrocitos bovinos 5.85: Mioglobina porcina,

6.55 y Mioglobina trifluoracetilada equina, 6.86. El enfocado

se llevo a cabo a 60W, el m;;ino voltaje obtenido fue de 2700V,

por 1h.

Al tárnino de la corrida el gel fue cortado, por donde no

había muestra, en tiras de 2.1mmque se colocaron en tubos con

lnl de H20 donde se determin; el pH. El resto del gel fue

fijado con una solucion de Acido Sulíosalicflico 5%, Acido

Tricloroacéïico 10x por 30min. Se decolorc;l en solucion

decolorante de Metanol:ñcido Aceticozflzo (3:1:6) por 24hs,
l/ ’

luego se tino con Coomasie Brillent Blue 0.2% en solucion



l
decolorante por 1h y finalmente se decoloro hasta que el fondo

del gel quedo claro haCiendo varios canbios de la solucion

decolorante.

Para la visualizacion de las bandas radioactivas el gel fue

tratado con EN3HANCEpara autoradiograífa de New England

Nuclear (Ref. 180).

8- Condiciones de Trabajo con ARN

Todas las soluciones utilizadas fueron autoclavadas o

preparadas en agua autoclavada con drogas reservadas para el

trabajo con ARNque se tomaron con espatulas esterilizadas. Se

prepararon soluciones madres las cuales se diluyeron con H20

esteril a los volúbenes adecuados en el momentode su uso. La

solucion madre 10x de SDS fue sometida a 65°C durante 1h.

Los capilares, tubos y columnas de vidrio fueron siliconados y

esterilizados. Los tubos de plastico y las conecciones
utilizadas en las columnas fueron autoclavados. Todo el

/
manipuleo del material y el trabajo con ARN se realizo con

guantes.

/La concentracion y pureza de las preparaciones se obtuvo

por medida de la absorbancia a 260 y 280nm en cubetas de cuarzo

esterilizadas. img de ARNequivale a 23 unidades de 5260.
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/ /
Cuando el ARNesta puro la relacion de 5260/5230 oscila

entre 1.6 y 2.0.

/
8.1- Obtencion de ARNtotal:

/Hetodode Cle/Isotiocianato de Guanidina

Se utilizaron ratas Wistar adultas, de tres meses de vida y

ratas prepgberes de 18 a 21 dias de vida, obtenidas de Griffin

Laboratory, Nadsuorth Center for Laboratories 8 Research,

Albany,NY. Las ratas adultas fueron sacrificadas mediante golpe

de las mismas contra la mesada y las ratas prepáteres por suave
/dislocaCion cerVical.

Los Éteros extraidos fueron separados cuidadosamente de

todo tejido adiposo e inmediatamente congelados en Initrógeno
liquido. Se registro/su peso y se agregoIS volumenes de una

solucion QH Isotiocianeto de Guanidina, SmHCitrato de Sodio

(pH7), 0.1H 2-Hercaptoetanol, 0.5% Sarkosyl. El tejido fue

dispersado en un homogenizador (Polytron) a temperatura ambiente

utilizando 4 veces pulsos en posiciom 6, de 15seg cada uno, con

intervalos de lmin. Por cada 2.5ml del homogenatose adicioná

lg de Cle, se mezclóly se deposito cuidadosamente sobre 1.2ml

de Cle 5.7" en EDTA0.1m pH7.5 previamente colocados en tubos

de centriíuga. Se centriíugá por 16hs y 20min a 45000rpm a

20°C en rotor Beckman SUSOTi.



/
Los sobrenadantea fueron descartados por inversion de los

tubos y se limpiaron las paredes con un hisopo cuidando de no

acercarce al transparente precipitado observado en el fondo de
los tubos.

Cada precipitado fue redisuelto en 300u1 de buffer TES

(lOmH Tris.Cl pH7.4. SMHEDTA, 1x SDS) y Juntados en un tubo de

vidrio Corex de 25:1. Cada tubo fue lavado con 300ul del nisno

buffer y los lavados fueron agregados a1 tubo Corex.
/

una extraccion con igual volumen de una mezcla 4:1 de Cloroforno
l

y l-Butanol previamente saturada con bufer TES. Se centrifugo

para separar bien las fases, y se transfiriá la fase acuosa a

otro tubo Corex. Se extrajo la fase organica con igual volumen

de buffer TES y se coloco’esa fase acuosa en el mismo tubo que

la anterior. Se agregaron 0.1 volumenes de Acetato de Sodio 3K
/ /

pH5.2 y 2.2 volumenes de Etanol y se deJo a -20°C toda la

noche (Ref. 181).

/8.2-0btencion de ARN-n:

Cromatografía en Oligo(dT)-Celulosa

Se prepar¿,una columna de 3 m1 de Oligo(dT)-Celulosa tipo 2

resuspendida en el buffer de sembrado (ZOmHTris.Cl pH7.6, 0.5K

ClLi, inn EDTA,0.1% SDS). Se lavolsucesivanente con H20,

con NaOH0.1H, EDTA5mH y nuevamente con H20 hasta que el
/elufdo alcanzo pH7. La columna se equilibro con el buffer de

/Se realizo
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sembrado. El ARNtotal (ver 8.1) se centrifugáfen una Sorvall a

8000 rpn por 60min a -10°C. El sobrenadante se separá y

conservá a -20°C. El precipitado se resuspendiolen lnl del

mismosobrenadante y se coloco en un tubo Eppendorí y centrifugá

por 1h a lOOOOrpna -10°C. El sobrenadante se separá y se

dejá drenar el tubo. El precipitado se resuspendiá en SOOul de

H20 y una alicuota fue tonada para ser analizada en gel de

Agarosa al lx (ver 11). El precipitado resuspendido en los

500ul de H20 se calento/a 65°C por Shin. Se le agregá

igual volunen de buffer de senbrado 2x calentado a 1a niana
1

temperatura, se dEJDenfriar a temperatura ambiente y se sembro.

Fracciones de o.5nl fueron recogidas eluyendo con el buffer

de sembrado hasta que la A260 bajo casi a cero. Los eluÍdos

del pico de absorbancia fueron Juntados, calentados a 65°C y

senbrados nuevamente. El dítino paso fue repetido por segunda

V92.

La columna se lavá hasta que la A260 fue casi cero. Se

comenzá entonces la elucion del ARNpoli Ar con buffer IORH

Tris.Cl pH7.5, 1mmEDTA,0,052 sos. Los eiufdoa del pico de

absorbancia a 260mmfueron Juntados, llevados con Acetato de
Sodio 3Ma una concentracion final de 0.3H y precipitados con

2.2 volánenes de Etanol a -20°C durante toda la noche. Se

centrifugá a 6000 rpm por 1h a -10°C, el precipitado se

resuspendig en 1m1del mismo sobrenadante y se coloco/en un tubo
/

Eppendorf. Se centrifugo a 10000 rpm por 1h a -10°C. Se



l l
descarto el sobrenadante, se dBJO drenar el tubo y se

l
resuspendio el precipitado en H20 llevandolo a Zag/ul. Se

l
conservo a -180°C (Ref. 182).

9- Fraccionaniento de ARN-n

en Gradiente de Sacarosa

Se utilizo/un gradiente de Sacarosa 4 a 20x preparado en

buffer 3mH EDTA, 70% Formamida, 3mH Tris.Cl, pH7.9, volumen

total 4ml. Se sembraron 100ug de ARN-n(ver 8.2) en 100ul del

mismo buíer y se centrifugo/a 186000 g por 20hs a 25°C en

rotor Becknan 5941.

El gradiente fue fraccionado utilizando un aparato que

succionaba desde la superficie del l{quido a traves de un sensor

de tension superficial. Se recogieron fracciones de 8 gotas en

tubos Eppendorf (130 a 150ul por tubo). Se agregá'2ug de ARN-t,

0.1 volánenes de Acetato de Sodio 3MpH5.2 y 2.2 volágenes de

Etanol y se dBJá toda la noche a -20°C. Se centrifugá en

una Sorvall a 10000 rpm por 1h a -10°C, se descartá el

sobrenadante, se dejo drenar y se redisolviá en 2u1 de H20.

Se conservá a —1eooc (Ref. 133).



/
10- Traduccion In Vitro de ARN-n

en Liaados de Reticulocitoa de ConeJOB

Se traba); con los equipos de traduCCion de liaado de

reticulocitos de conejo de New England Nuclear con

[3,4,5-3ÉJ-L-Leucina. El aminoácido marcado, que se
comercializa preparado en ClH 0.01N fue neutralizado con 100u1

de NaOH 0.1N.

Cuando el ARN-npoli A0 a traducir proven{a de la colunna
/ /

de 01igo(dT)-Celulosa (ver 8.2) se llevo a cabo la traduccion de

cada muestra por duplicado en tubos Eppendorí colocando loa

reactivos en el orden indicado en el siguiente esquema:

Blanco Control Muestra

1-Premezc1a 13u1 13u1 13u1

2-ñRN-mcontrol lul

3-ñRN-m muestra Zul

Q-Agua 2u1 lul

5-Lisado lOul 10u1 lOul



/
La Prenezcla se preparo en las concentraczones ¿ndicadas por el

fabricante. El ARN-mcontrol fue el mensajero de la Globlna y

se utllizo diluido 1:5 en H20.

Cuando el ARN-npoli A* provenza del gradiente de Sacarosa
/ /

(ver 9), se llevo a cabo la traducc10n en los mismos tubos del

fraccionamiento.

Los volunenes del ensayo fueron tomados con plpeta a

capilares (Drummondseries 500, Digital-Hicrodispenser).

Rapidamente se mezclá el contenido de los tubos en un vortex y

se centrifugo/en una Eppendorf de mesa asegurando que toda la

mezcla estuviese depositada en el fondo. Se incubola 37°C

por 1h y se agregoIZSul de buíer Tris.Cl 1M, pH10.7. Se incub;

por 10min mas a 37°C y los tubos se colocaron en hielo.

/ lEvaluacion de la traducczon:

Se sembrá por duplicado lul de cada tubo en papel de filtro

WhatmanGF/C con pipeta capilar. Se lavo/el filtro con TCAfrío

al 10%en un vaso de precipitados, luego se colocá el filtro con

TCA 5% caliente y se hirviá por Smin. Se lavá dos veces con

Etanol 95% y luego con Eter. Se de); secar al calor de una

lanpara, se cortá separando las muestras sembradas. Se colocá

en viales con 500ml de Protosol (New England Nuclear), Se

calentaron a 60°C por 30min, se eniriaron, se les agrego



50ul de Acido Acetico Glacial y por ultimo 10ml de Econoíluor
l

(New England Nuclear). Se conto en el canal de Tritio de un

contador Beckmande centelleo lfouido.

/
Los tubos de la traduccion in vitro se conservaron a

-20°C.

11- Electroíoresis en Gel de Aqarosa al lx

Se utilizá una cuba y una fuente de electroforesis LKBpara

geles horizontales. Se prepararon geles de lSnl de Agarosa al

1x en bufer Tris.Cl 0.4H, Acetato de Sodio 0.2K, Acido Acetico

0.26M pH7.5. Se mezclo/2ul de ARNdisuelto en H20 (lug/ul)

con Sul del buffer, se calent; por 5min a 65°C y se agregá

lul de la Agarosa de sembrado (0.25mg de Bromoíenol, 12.5ml de

Glicerol, 0.6259 de Agarosa, 12.5ml de H20 autoclavada)

previamente redisuelta a 100°C y mantenida a 65°C por

5nin. Se mezclá rapidamente y se sembrá en el gel. Se corriá a

60V, 1h en el cuarto frio. Se utilizaron como marcadores de

tanano a los fragmentos de restriccio; del Bacterioíago Lambda

cepa cI indl ts 857 San? digerido com BamHI de 16841, 7233,

6770, 6527, 5626, 5505 pares de bases o al ñRN-r 185 y 235 de

E.coli. La corrida se visualizá por tincián con Bromuro de

Etidio 1mg/l durante 30min. Se íotograiiaron los geles en un

transiluminador de luz UV, con pelicula Polaroid tipo 57 y

filtros amarillo y royo.



12- Electroíoresis en Gel de Poliacrilanida

en Dodecil Sulfato de Sodio (PAGE-SDS)

ISe utilizo el sistena descripto por Laennli (Ref 184), con

cubas y fuentes de electroforesis LKBpara geles de lO x 15cm.

preparados al 101 o 152 fueron corridos a 3 ¡A porLos geles

canal sembrado.

/ /Para el analisis de los eluidos de las columnas (ver l) se
I

sembro 20ug de proteina por canal previamente tratada a 80°C

por 3nin en el buíer de nuestra.

lPara el analisis de las digestiones químicas (ver 5), se

liofilizado en 70ul del bufer de muestra, se
1

calento a 80°C por lOnin y se sembro.

Iresuspendio el

/ /Para el analisis de las proteínas obtenidas por traduccion
/(ver 10) se calento a 80°C 40 ul del

l
40ul del bufer de muestra por 10min y se sembro.

in vitro ensayo con

Los siguientes patrones de peso molecular fueron
utilizados: Fosíorilasa b, 94000; albúmina serica, 67000:

lOvalbumina, 45000; Anhidrasa Carbonica, 30000; Inhibidor de

Tripsina de poroto de soga, 20000 yCi-Lactoalbumina, 14400. Las
tinciones se realizaron con CoomasieBrilliant Blue R-ZSO.
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Segun el objetivo los geles fueron:

a) Teñidos, fotografiados. secadoa y conaervaoos envueltos
Ien hogaa de plastico.

b) Tefiidos, fotografiados y cortados por canal en segmentos

de 2mm. Se colocaban los trozos en Viales, se digería con 0.5ml

de H202 al 30x a 80°C y se medía la radioactividad

en un contador de centelleo Beckmanutilizando Aquasol fluor

(NewEngland Nuclear).

c) Utilizados sin teñir para electrotransíerir a
Nitroceluloea.

d) Teñidos, fotografiados, secados, analizados en un
1densitometro ACD-18 (Gelman Sciences, inc.) a 520mm y

conservados envueltos en hogas de plastico.

113- TransferenCia Electroíoretica de Proteínas a

Membranasde Nitrocelulosa (Western Blottinq)

Se utilizo/la unidad de electrotransferencia LKB2005. El

buíer de transferencia fue 25mHTris.Cl pH6.3, 150mH Glicina,

20%(v/v) Metanol. Todas las electrotransferencias se realizaron

de PAGE-SBSa Nitrocelulosa. La membrana de Nitrocelulosa se

corto del tamano del gel a transferir y se mantuvo sumergida por



/colocolOnin en el buííer de transferencia. Se sobre una

grilla, la esponja y dos papeles de filtro cortados del tamano
/

del gel y previamente empapados en el buffer. Luego se coloco

el gel y la membranade Nitrocelulosa (previamente mantenida en

el buffer de transferencia por 10min) culdando de no dejar
I

burbujas y haciendo marcas para determinar la posicion de los

canales de corrida. Se agregaron dos papeles de filtro, otra
lesponja y finalmente la otra grilla y se agusto en ambos

_ , .1extremos con bandas de gomaelastlcas. Se electrotransilrlo por
I

12hs a 100V, a 4°C y con circulacion de H20 a la misma

temperatura.

l14- Inmunodeteccion de Proteínas

en Membranasde Nitrocelulosa

En los PAGE-SBSa electrotransíerir estaban corridos los

patrones de peso molecular en los canales de los extremos

derecho e izquierdo: una vez realizada la transferencia se corto

la Nitrocelulosa separando uno de los dos canales de los

extremos. Dicho trozo se coloreo con una solucion de Coomasie
l

blue R-250 0.2%, Hetanol 40%, Acido Acetico 10x durante Smin,
/

luego se decoloro dejando por menos de Smin en Hetanol 90%,
/ 1 /Acido Acetico 2%, se lavo con agua y se dejo secar al aire. Se

1conservo envuelta en papel poliester para utilizarla en la
l

posterior ubicacion del peso molecular de la/s banda/s que se

visualizaran luego del revelado aplicado al resto de la
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Nitrocelulosa.

La membrana fue sumergida en una solucion de Gelatina al 3x

en PBSdejando agitar por varias horas a temperatura ambiente y

luego por dos dias a 4°C. Se renoviá con cuidado la

membranaseparandola de la capa de gelatina soíida, se lavá con
/ /

PBSy se sumergio en 1a soluCion del primer anticuerpo.

/Segun la sensibilidad de deteccién requerida y según el
/primer anticuerpo utilizado se procedio de diferentes maneras:

14.1- Cuandolas proteínas transferidas provinieron de la
/ /

purificacion de CK-BBde cerebro de rata (ver 1) o de utero de
l lrata prepuber inducida por estrogeno (Ref. 139):

La membrana se sumergiá en una dilucion de la IgG de conejo

purificada (ver 3) contra CK-EIP o contra CK-BB, (img en 100ml

de PBS con 0.05! v/v de Tween-2O (TPBS)) y se dejá, agitando

suavemente toda la noche a temperatura ambiente. Se lavá'cuatro

veces durante 10min cada vez, con TPBS y una vez con PBS.

Se sumergié la membrana en una dilucián 1:2000 en TPBS de

inmunosuero de cabra contra IgG de conejo (HvL) purificada por

afinidad y conjugada con Peroxidasa (Bio-Rad Laboratories),

agitando suavemente por 2hs a 4°C. Se lavá cuatro veces por

10min cada vez con TPBS, una vez con PBS y rabidamente con

H20destilada.



Se revelá sumergiendo la Nitrocelulosa en una sOJUCiám a

temperatura ambiente preparada en el momentomezclando 60ml de

una solucion de 20ng de Q-Cloro l-Naítol por m1 de Hetanol con

100ml de PBS previamente adicionados con 60ml de H202

30%enfriado en hielo. Se dejolde 5 a 15nin segun 1a apariCion

de las bandas azules. Se paro el revelado sumergiendo la

membranaen H20 destilada por 10min. Se de]; secar al aire
l

y se guardo la Nitrocelulosa envuelta en hoyas de plastico.

14.2- Cuandolas proteínas transferidas provinieron de la
/

traduccion in vitro del ARN-mpoli Aa:

Se sumergiá la membrana en una dilucion de IgG de conejo

purificada (ver 3) contra CK-EIP o contra CK-BB(lmg en 100ml de

TPBS)y se dejá agitar toda la noche a temperatura ambiente. Se

lavo,cuatro veces durante 10mimcada vez con TPBSy una vez con

PBS.

/
La membrana se sumergio en una solucion de Proteína A

narcada con 1251 de loecpm/ml en TPBS durante 30min con
/ /

agitacion suave, se lavo 5 veces con PBS 30min cada vez, se seco
l

a temperatura ambiente y se autoradiograíio con pantalla
intensificadora (DuPont) a -70°C.



14.3- Cuandolas proteínas transferidas provinieron de la
ltraduccion in vitro del ARN-mpoli At.

' 1Se sunergio la nenbrana en una dilucion 1:1000 en PBS del

anticuerpo monoclonal HAb-ZBAF(Ref. 140), agitando suavemente
/

toda la noche a temperatura ambzente. Se lavo cuatro veces por

10min cada vez en TPBS y una vez en PBS.

La membrana se sunergiá en IgG de cabra contra 19H de raton

(Cappel) 1:3000 en TPBS por Shs con agitaczán suave a

tenperatura ambiente, se lavá cuatro veces en TPBS por lOnin

cada vez y en PBS por 10min.

La Nitrocelulosa se sumergiá en una solucián de Proteína A

narcada con 1251 de loscpn/ml en TPBS durante 30m1n con

agitacióh suave, se lavo 5 veces con PBS30min cada vez, se secá

a temperatura ambiente y se autoradiograíiá con pantalla
intensificadora (DuPont) a -70°C (Ref. 185).

15- Cromatoqraíía Líquida de Alta Presián (HPLC)

en Fase Reversa

E1 agua y los solventes utilizados fueron grado HPLC.



ILos productos de las digestiones enzimaticas (ver 6) se

disolvieron en 90ul de H20, luego se agrego 20u1 de ACido
/

Acetico Glacial y se llevo a 200ul volumen final con H20.

Todas las cromatograífas se realizaron en un equipo HPLC

Beckman con bombas modelo llOñ y con columna de fase reversa

Aquapor Octyl RP-3OO(Brownlee Labs), utilizando como solvente A

0.12 de F3C-COOHy como solvente B 0.1% F3C-COOH, 902

Bac-CN con un gradiente lineal de 0 a 60% de B en 60’ a

0.6ml/min. Los peptidos se detectaron en el efluente por

lectura de la absorbancia a 229nn. El gráfico con los tiempos
l lde elucion y la cuantificacion de las áreas de los picos fueron

obtenidos con un integrador Altex C-Rlñ (Rei. 166).

16- Enzimoinmunoensayo en Portaobjeto (SIA)

Portaobjetos recubiertos con material hidroídtico dejando
18 circulos de 3mm de diametro (manufacturados por Roboz

Surgical Instruments Co.) fueron limpiados con Etanol 95%. Se

depositaron cinco a diez ul conteniendo lug del ñntigeno por

círculo y se dejá secar por evaporaciog. Luego se deposito por

circulo lOul de CH (medio de cultivo Dulbecco modificado que

contiene aminoácidos no esenciales, L-Glutamina, 5%de suero de

ternera y 10x de suero de caballo libre de .K-Globulina (v/v),

obtenido de laboratorios Gibco), colocando el portaobjeto en
l 1 /camara humeda por 30min. Se procedio seguidamente a lavar el
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portaobJeto por goteo suave de H20 y se dEJO secar. Se

deposita! el primer anticuerpo (diluido en CHai era necesario)

por 30min manteniendo el portaobjeto en camara húmeda. Se lavo]

por goteo suave con CHy se depositá,10ul de CHpor círculo por

10nin en cámara húmeda. Se lava con H20 y se dejá secar.

Se colocá el segundo anticuerpo, IgG de cabra contra coneJo

marcada con PerOXidasa (Cappel) dilUida 1:1000 en CH, por 30min

en camara humeda. Se lavá con CH y con H20 y se dejá secar.

Finalmente lOul de la soluCián del sustrato: 0.1% de

o-Fenilendiamina. 0.022 de H202302 (v/v), 0.1H Citrato

de Sodio, ph4.5, fueron depositados por círculo.

/Se realizo la lectura de la Absorbancia a 410nm(minireader

HR590 de Dynatech Instruments) a los 5, 15 y 30min. Los
. . . .I . . /controles negativos incluyeron: om151ondel antigeno, omision

/
del primer anticuerpo, omision del segundo anticuerpo y suero

del mismoanimal utilizado para obtener el primer anticuerpo,
/

sangrado previamente a la iniciacion del esquema de inmunizacion

(Ref. 187).

/ I17- Determinacion de la Actividad Enzimatica

de Creatina Quinasa (CK)

Se utilizo/al equipo CK-NACde Boehringer que se basa en

las siguientes reacciones:



CK

Creatina Foafato 0 ADP<- - - - -->Creatina v ATP

HK

ATP v Glucosa< - - - - -->G-6-P O ADP

G-6-PDH

G-6-P * NADP‘<- - - - - - - - - -->6-PG o NADPH o H‘

La fornacioá de NADPHprocede a la nisna velocidad que la

formacion de Creatina en cantidades equimoleculares. Se

determiná la velocidad a la que se íornaba el NADPH

espectroíotométricamente por el incremento de la absorbancia a

340nn que es directamente proporcional a la actiVidad
lenzimatica.

Una unidad internacional de enzima (U) se define como la

cantidad de enzima que convierte 1 micromol de sustrato en lmin
en las condiciones estandar.

. ./ . /18- DeterminaCion de la ConcentraCion de Proteina

./ l . ’La concentraCion de proteina fue determinada por el metodo

de Bradford (Ref. 188) utilizando un equipo de Bio-Rad

Laboratories.



RESULTADOS

/I- Purificacion de la Creatina Quinasa BB (CK-BB)

de Cerebro de Rata Prepuber

Se procesaron en primera instanCia 15 cerebros que pesaron

16.49. La cromatografía (ver 1.2) del HomogenatoInicial (ver

1.1) en DEñE-Sepnacel (ver 1.2.1) resultá en la obtencián de un

pico de actividad de CK que eluyá a 0.02H de ClNa. Al

cromatografiar dicho pico en HAU(ver 1.2.2) se obtuvieron dos

picos de actividad de CK, un pico menor que eluyá a lónH Foefato

y un pico mayor que eluyo entre 25mHy SOmHde Fosfato. Ambos

picos analizados en PAGE-SDSmostraron má; de una banda de

proteína si bien la banda principal correspond{a al peso

molecular de la cadena polipeptfdica de la CK-BB. La
/purificacion de la CK-BBen HAUno fue satisfactoria.

Se decidiá utilizar una columna de Hidroxiapatita

convencional comosegundo paso de purificacion. Para ello se

comenzá con la obtencion del homogenato inicial a partir de

12.749 de tejido de cerebro de rata. La cromatografía en

DEAE-Sephacel resolviá en un pico de actividad de CKque eluyo a

0.02H de ClNa (Fig. 6). Dicho pico fue cromatograíiado en HTP

(ver 1.2.3) con un gradiente lineal de Fosfato SmH a SOOmH,
/obteniendo un pico de actividad que eluyo a 18m”Fosfato (Fig.
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Fig. 6. Purificacidn de la CK-BBde cerebro de rata

prepúber por cromatograífa en DEñE-Sephacel. El Homogenato

Inicial dializado contra el buffer de equilibrio fue corrido en

una columna de DEAE-Sephacel (1.5 x 30-cn) previamente

equilibrada con buffer Tris.Cl 0.01H, EDTA 1.5mH,

2B-Hercaptoetanol 5nH, pH7.6, con una velocidad de ílUJO de

30ml/h. La elucion se llevé a cabo con un gradiente lineal (0 a

0.1H de ClNa, volumen total 500m1). Las fracciones fueron

analizadas por su actividad de Creatina Guinasa.



7A). La cromatografía de dicho pico en HTPcon un gradiente

lineal de 5mHa 200nH reaolvio en un pico de activzdad (F19.
/

7B) que se cronatograíio nuevamente en HTP con un gradzente

lineal de 5nH a iOOnH (Fig. 7C).

Los resultados de este prlner esquema de puriizcacion de 1a

CK-BBde cerebro de rata son presentados en la Tabla l.

Tabla 1

IPrimer Esquemade Purificac1on

de la CK-BBde Cerebro de Rata (12.74q)

Act. Prot. Act. Grado de x de
/total total esp. purií. recuperacion

(U) (mg) (U/mg)

Homog.

inicial 1828 224 6.1 1 100

DEAE 916 50 18.3 2.3 50

HTP-l 870 13 66.9 8.2 47

HTP-2 886 4 221.5 27.0 48

HTP-3 541 1.8 300.5 37.0 29



Fig. 7. Purificacion de la CK-BBde cerebro de rata

prepuber por cromatografia en Hidroxiapatita. (A) Las

fracciones del pico de actividad de CKobtenidos de la colunna

de DEAE-Sephacel (ver Fig. 6) fueron mezcladas. dializadas

contra el buffer de equilibrio y corridas en una columna de

Hidroxiapatita (30 x 1.6cm) equilibrada con buffer Fosfato 51H,

ZB-Hercaptoetanol San, pH6.5. Se eluyá’con un gradiente lineal

de 5 a SOOmHde buffer Fosfato. (B) Las fracciones del pico de

actividad de CKfueron mezcladas, dializadaa contra el buffer de

equilibrio y recromatografiadas en la mismacolumna previamente

equilibrada. Se eluyá con un gradiente lineal de 5 a 200m! del

mismobuffer. (C) Las fracciones del pico de actividad de CKse

dializaron contra el buffer de equilibrio y se

recromatografiaron en la mismacolumna con un gradiente lineal

de 5 a lOOmHdel misno bufer.
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En cada crematograífa los eluídoa del pico de actividad de

CKfueron analizados en PAGE-SBS.

En la Fig. 8 se observa el perfil electroforeíico en

PAGE-SBS(ver 12) del Homogenato IniCial (canal 2), del pico de

actividad de la DEAE-Sephacel(canal 3) y de los tres picos

correspondientes a las tres cromatografias en HTP(canales 4,5 y

6). Se obtuvo una sola banda de 49000 proveniente de la

cromatografía en HTPcon un gradiente lineal de Fosfato 5mH a

lOOmH (canal 6). La inmunodeteccion (ver 14.1) de la

electrotranaíerencia (ver 13) de dichas fracciones, detectadas

con IgG purificada de innunosuero de conejo contra la CK-EIP o

contra la CK-BB(ver 3) mostrá que ambos antisueroa reaccionaban

en todas las iraCCiones con una unica banda de 49000 que

corresponde al peso molecular de la cadena polipeptídica de la

CK-BB.

La purificaCion de la CK-BBpuede ser realizada en dos

pasos: una columna de DEAE-Sephacel y una columna de HTP con un

gradiente lineal de Fosíato 5m" a lOOmH.



/Analisis en PAGE-SOSde las fracciones de laFig. 8.
/

purificación de la CK-BBde cerebro de rata prepuber. Canales l

y 7, marcadores de peso molecular (Fosíorilasa b. 94000:
1 1Albdmina Serica, 67000; 0voalbumina, 45000; Anhidrasa Carbánica,

30000). Canal 2, HomogenatoInicial. Canal 3, mezcla de las

fracciones del pico de actividad de CKeluido de la columna de

Canales 4, 5 y 6, mezclas de lasDEAE-Sephacel (ver Fig. 6).

fracciones de los picos de actividad de CK eluidos de las

sucesivas cromatografias en Hidroxiapatita (ver Fig 7, HTP-l,

HTP-Zy HTP-Brespectivamente).
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En la Tabla 2 se presentan los resultados del esquemafinal

adoptado para la purificacion de la CK-BB.

Tabla 2

/Esquena Final de PurificaCion

de la CK-BBde Cerebro de Rata (33.5q)

Act. Prot. Act. Grado de x de

total total esp. purif. recuperacion

(U) (ng) (U/ng)

Homog.

inicial 4821 679 7.1 1 100

DEAE 2458 161 15.2 2.1 51

HTP 1470 3.2 459 64.6 30

Las fracciones del pico de actividad de Creatina Quinasa

que mostraron una sola banda de 49000 en PAGE-SBS fueron

mezcladas, una parte fue alicuotada y conservada en hielo en

cámara fria hasta el momentode su uso y otra parte fue

dializada contra H20, aliquotada, liofilizada y conservada a
-80°c.



/II- ComparaCion de la HOVilidad
IElectroíoretica de la CK-EIPy la CK-BB

La m0vilidad electroforétlca en PAGE-SBS(ver 12) de la
l rCK-EIP de utero de rata prepuber y la CK-BBde cerebro de rata

Iprepuber fueron comparadas.

Se observa en la Fig. 9 la electroíoresis en PAGE-SDSde

los marcadores de peso molecular en el canal 1: el citosol de

utero de rata prepuber (Rei. 139) en el canal 2: el pico de

actividad de CKde la cromatografía en DEAE-Sephacel (Ref. 139)

en el canal 3: la CK-EIPeluída en el pico de actividad de la

cromatografía en HAU(Ref. 139) en el canal 4 y la CK-BB de

cerebro de rata prepuber eluída en el pico de actividad de CKde

la cromatografía en HTP(ver 1) en el canal 5.

/Se observa que la movilidad electroforetica de las

subunidades polipeptidicas de la CK-EIP y la CK-BB son

iderticas, correspondiendo a un peso molecular aparente de
49000.



/ 1Fig. 9. Comparacionde la movilidad electroforetica de la

CK-EIP y la CK-BB. Canal l, marcadores de peso molecular
/ 1 l(Fosíorilasa b, 94000: Albumina Serica, 67000: Ovoalbumina,

45000: ñnhidrasa Carbonica, 30000; Inhibidor de Tripsina de
Iporoto de soga, 20000). Canal 2, Citosol de la purificacion de

' /la PrI de útero de rata prepuber (Ref. 139). Canal 3, mezcla
de las fracciones con actividad de CKeluidas de la columna de

DEAE-Sephacel de la purificaciom de la PrI (Ref. 139). Canal

4, la PrI eluída de la columnade Hidroxiapatita Ultrogel (reí.
Canal 5, la CK-BBeluída de la columna de139)¿ Hidroxiapatita

I
de la purificacion de la CK-BBde cerebro de rata prepuber.
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/
111- Eatudiog_}nnunoloqigpa Comnggmtivo de_ .19

Inmunoraactividad de 1a CK-Elpgxfla CK-bb

Para llevar a cabo los estudios inmunolágicoa se disponía

do antisuero da coneJo contra la CK-EIP. Se produ30 entonces

antinuaro da conago contra la CK-BB(ver 2) y ae puriíicaron laa

lgG de anboa innunoaueroa por columna de Proteina A-Sepharoaa
(ver 3).

Se realizaron estudios comparativos de la reactividad de la

CK-EIP y la CK-BBfrente a laa IgG purificadaa, Anti CK-EIP y

Anti CK-BB,utilizando enzinoinnunoensayo en portaobjeto (ver

16) o inmunodiíusion bidimenaional (ver 4).

111.1- Enzinoinnuoensalgfen Portaob1eto (SI¿¿

IS. utilizo lug de 1a CK-EIP o la CK-BBpor círculo y como

prinar anticuerpo ae utilizaron laa IgG purificadaa (ing/nl),
Anti CK-BB y Anti CK-EIP, en laa diluciones indicadaa en la

Tabla 3 donde ¡a presentan loa resultados.



Tabla 3

Análisis de la Innunoreactividad de la CK-EIPy

la CK-Bngor Enzimoium -yo en Portaob1eto (SIA)

Anticuerpo Antígenoa

Absorbancia a 410nn

CK-EIP CK-BB

Anti CK-BB

Dilucion

1:100 1.02 0.95

1:1000 0.51 0.43

1:10000 0.09 0.03

Anti CK-EIP

Dilucion

1:100 1.02 0.49

1:1000 0.46 0.06

1:10000 0.00 0.00

Ambosanticuerpos Anti CK-EIP y Anti CK-BBreaccionaron con

la CK-EIPcon igual intensidad, sin embargo el anticuerpo contra

1a CK-EIP mostrá mayor afinidad por la CK-EIP que por la CK-BB.



111.2- Innunodiíusián Bidinensional (Ouchteriony)

Para encontrar las concentraciones que permitieron

Visualizar las bandas de precipitaCion se utilizaron dos

Ouchterlony (ver 4) en cuyos círculos se podía sembrar hasta

20ul y se enfrentaron 15ug de CK-EIPen el círculo central de

una de las Ouchterlony y 15ug de CK-BBen el círculo central de

la otra, contra diferentes cantidades de IgG purificada de

conejo contra la CK-EIP y contra la CK-BB (ver 3)

respectivanente, segun el siguiente esquema:

Círculo Nro IgG(ug)

1 10

2 15

3 30

4 45

5 70

6 100

INose observaron bandas de precipitacion resultantes de la

interaccián entre la CK-BBe IgG contra la CK-BB.

/Las bandas de precipitacion resultantes de la interacción

entre la CK-EIP y Anti CK-EIP se muestran en la Fig. 10. Se
lobtuvo una banda de precipitacion adecuada entre 15ug de la

CK-EIP y 45 a 70ug de Anti CK-EIP.



íFig. 10. Inmunodifusián Bidimensional. En el elrculo

central se sembrá 15ug de la CK‘EIP. En los círculos 1, 2, 3,

4, 5 y 6, se sembraron 10, 15, 30, 45, 70 y 100m9 de IgG de

conejo contra la CK-EIP (Anti CK-EIP) respectivanente. Se

visualiza una banda de precipitaciáh adecuada en intensidad y

posiciáfi entre 15ug de la CK-EIP y 45 a 70ug de Anti CK-EIP.
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El Siguiente paso fue comprobar si 1a CK-BBpreCipitaba con

IgG contra CK-EIP. Para ello se utilizaron dos Ouchterlony en

cuyos circulos podía sembrarse hasta 10u1 (ver 4) y se

enfrentaron 14.3ug de la CK-BBen el círculo central de una de

las Ouchterlony y 18ug de la CK-EIPen el círculo central de la

otra, con diferentes cantidades de Anti CK-EIP segán el

siguiente esquema:

Circulo Nro ñnti CK-EIP(ug)

1 5

2 10

3 15

4 20

Como se observa en la Fig. 11A se obtuvieron bandas de

precipitación entre la CK-BB y Anti CK-EIP pero de menor

intensidad que las obtenidas entre la CK-EIPy Anti CK-EIP(Fig.

11B). Se obtuvieron bandas de intensidad comparable

aproximadamente el doble de cantidad de la CK-BBcon respecto

la CK-EIP.

utilizando
a



1, 2,

1'3 OO W
(¡O

/Inmunodiíuaion Bidimensional.Fig. 11. En los circulos

3 y 4 se sembraron 5, 10, 15 y 20ug de IgG de conego

la CK-EIP (Anti CK-EIP) respectivanente. (A) En elcontra
lCirculo

central
Se

zcentral se sembro 14.3ug de la CK-BB. (B) En el círculo
/

se sembro 18ug de la CK-EIP.

observan bandas entre CK-BBy Anti CK-EIP (A) de menor

intensidad que entre CK-EIP y Anti CK-EIP (B).
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Para analizar el tzpo de identzdad exlstente entre la

CK-EIP y la CK-BBse diagramá el esquema de sembrado presentado

en la Fig. IZA y se prepará una Ouchterlony de mayor tanaío que

permitiá el sembrado de la cantldad de proteína requerzda para
obtener las bandas adecuadas. Para ello se utzllzá un vidrlo de

8 x 8 cm enmarcado con tela adhesiva en el que se depositá 25ml

de agar lx, los pozos se marcaron con czlzndros metálzcos y se

retiré el agar por succ1óm, producxendo pozos en los que se

senbrá hasta 30u1 por vez. La CK-EIP sembrada presentaba

1580cpn de 3H y 157cpm de 14€ por ug. Se sembrá con el

siguiente esquema:

círculo Nro Anti CK-EIP(ug) CK-BB(ug) . CK-EIP(ug)

1 36

2 so

3 7o

4 eo

5 75

6 45

Se observa en la F19. 12.

_ ./ I . ' . aA- La disposlczon de los c1rcu¿os semnraaos
. . ./ -,B- Bandas de prec1p1tac1on tenzdas

C- Bandas de prec1p1tac1on san tenlr

D- autoradiogreíía



La banda de preczpltacze; íornada entre la CK-BB y Ant;

CK-EIP (F19. 12 B y C, circulos 2 y 3) se une totalmente a la

banda ¡de preczpzteczá; íornada entre la CK-EIPy Ant: CK-EIP

(Circulos 1 y 2), mientras que esta ¿ltima banda muestra un

alargamlento (espolon) que indice la presenCLe de uno o mas

epztopes en la CK-EIP que no están presentes en la CK-BB,es una

reacc1án de 1dentidad parcial. La autoradiograíía (ver 4)

muestra que las bandas 1 y 2, 1 y 5, y 1 y 6 (F19. 12 D) son

radiocctivas.
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/ /Fig. 123. Inmunodiíusion Bidimensional. Disposicion de

los círculos sembrados: 1: 36ug de la CK-EIP, 2: ¿Ong de Anti

CK-EIP, 3: 70ug de la CK-BB, 4: ¿Ong de Anti CK-EIP, 5: 75ng

de Anti CK-EIP, 6: 45ug de Anti CK-EIP.

Fig. 128. Se sembraron la CK-EIP, la CK-BBy Anti CK-EIP

en las concentraciones y con la disposicián detalladas en la

Fig. 123. Se observan las bandas de precipitación tenidas con

CoomasieBrillant Blue. El espolán de la banda de precipitacián

entre la CK-EIP (pozo i) y ñnti CK-EIP (pozo 2) que se separa de

la banda de precipitacián entre la CK-BB(pozo 3) y Anti CK-EIP
/

(pozo 2) indica una reaccion de identidad parcial.



Se sembraron la/ .Inmunodiíu51on Bidlmensional.Fig. 12C.
l I

CK-EIP, la CK-BBy Anti CK-EIP en la concentraczon y disposicion

detalladas en la Fig. 12A. Se observan las bandas de
/ Iprecipitacion sin teñir. El espolon de la banda de
zprecipitacion entre la CK-EIP (pozo l) y Anti CK-EIP (pozo 2)

zque se separa de la banda de precipitacion entre la CK-BB (pozo
I3) y Anti CK-EIP (pozo 2) indica una reaccion de identidad

parcial.
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/Fig. 12D. Innunod1iuslon Bidimensional: autoradiograíía.

Se sembraron la CK-EIP, la CK-BB y Anti CK-EIP en la
I /concentracion y disposicion detalladas en la Fig. 12A. Luego

I lde obtenidas las bandas de precipitacion, la Ouchterlony se seco
/a temperatura ambiente, se rocío con EN3HANCESpray y se

autoradiografio can película Kodak X-OmatARa -80°C. Se

observan las bandas radioactivas entre los círculos 1 y 2, 1 y S

y entre 1 y 6 correspondientes a la precipitacián de la CK-EIP.

El espolos formado por la reacciáo de identidad parcial entre la

que se visualiza en las Fig.CK-EIP, la CK-BB y Anti CK-EIP,

12By 12C presenta radioactividad (banda entre los pozos 1 y 2).
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/IV- Comparac10n de Propledades üuínlcas

17F151coqufm1cas de la CK-EIP y la CK-BB

IV.1- Isoelectroeníocado

Se ut111zaron 0.75ml de ñnfolltoa pH 3.5-5 y 2.25ml de

Aníolitos pH 5-8 para la preparac1ór de un PAGIEF(ver 7). Se

sembrá 20ug de la CK-EIP en el canal 2, una mezcla de 20ug de la

CK-EIP y 20ug de la CK-BB en el canal 3 y 20ug de la CK-BB en el

canal 4. En la Fig. 13 se observa en los canales 1 y 5 los

patrones de punto lsoeléttrico, en el canal 2 una banda gruesa y

un chorreado no enfocado, en el canal 3 una banda perfectamente

enfocada, una banda gruesa y un Chorreado no enfocado y en el

canal 4 una banda perfectamente enfocada. Los puntos

isoeléctricos fueron calculados de acuerdo a los puntos

isoeléctricos de los marcadores, siendo el pI de la CK-EIP de

4.5 y el de la CK-BBde 4.8.

Se prepará otro PAGIEFcon 1.25nl de Anfolitos pH 3.5-5 y

1.75m1 de Aníolitos pH 5-8. Se sembrá 20ug de la CK-BB en el

canal 2 y 20ug de la CK-EIP en el canal 3. Se observa en la

Fig. 14, en los canales 1 y 4 los patrones de punto

isoeláctrico, en el canal 2 una banda gruesa, un chorreado y

bandas menores, y en el canal 3 una banda perfectamente enfocada

y bandas menores. Los puntos lsoeléctricos fueron calculados de

acuerdo al gradiente de pH medido en el gel. El pI presentado

por la CK-EIP fue de 4.a y el de la CK-BBde 5.0.
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Fig. 13. Isoelectroenfocado de la CK-EIP y la CK-BB en

gel de Poliacrilamida (PAGIEF). En los canales 1 y 5 los

marcadores de punto isoeléctrico (Amiloglucosidasa de

Aspergillus, 3.65; Inhibidor de Tripsina de poroto de SOJa,

4.55; B-Lactoalbumina (ñ) de leche bovina, 5.13; Anhidrasa

Carbonica B de eritrocitos bovinos, 5.85; Mioglobina porcina,

6.55 y Mioglobina Triíluoracetilada equina, 6.86). En el canal

2, 20ug de CK-EIP. En el canal 3, 20ug de la CK-EIP y 20ug de

la CK-BB. En el canal 4, ZOug de la CK-BB.
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Fig. 14. Isoelectroeníocado de la CX-EIPy la CK-BB en

gel de Poliacrilamida (PAGIEF). En los canales 1 y 4 los
/marcadores de punto isoelectrico (Amiloglucosidasa de

Aspergillus, 3.65; Inhibidor de Tripsina de poroto de soga,

4.55; B-Lactoalbumina (A) de leche bovina, 5.13; ñnhidrasa

Carbonica B de eritrocitos bovinos, 5.85: Mioglobina porcina,

6.55 y Mioglobina Triiluoracetilada equina, 6.86). En el canal

2, 20ug de la CK-BB. En el canal 3, 20ug de la CK-EIP.



> lIV.2- Dlgestlones Guzmlcas

,. IIV.¿.1- Dlaestlon con Acado Fornnco 88:

Se dzgirieron lOOug de la CK-EIP y la CK-BBrespectivamente
l

en 200ml de HCOOH88x, durante 24hs a 37°C. La digestlon

fue parada por congelamiento a -80°C. La muestras se

lioíilizaron y se analizaron en PAGE-SBS(ver 12).

En 1a Fig. 15 se observa el perízl electroforesico en

PñGE-SDS al 15X de la dzgestiom de la CK-EIP en el canal 1 y de

la digestlon de la CK-BBen el canal 2, mostrando dos bandas

intensas y varias bandas menores en ambas dzgestiones con un
/perfil 1dentico.

I
La digestnon de ambas protelnas fue repetlda en las mismas

Icondic1ones y el perfil electroforetlco en PAGE-SBSa1 15x de

las digestlones de ambas proteinas fue analizado por
densitometría (ver 12).

En la Fig. 16Ase observa la densitometría del gel corrido

con la digestián de la CK-BBy en la Fig. 168 la densitometría
Idel gel corrido con la digestion de la CK-EIP, mostrando ambas

/un perfil identico.
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Fig. 15. Analisis, en PAGE-SBS15%de los productos de

las digestiones químicas de la CK-EIP y la CK-BBcon HCOOH88%.

En el canal 3, marcadores de peso molecular (Fosíorilasa b,
/ z /94000; Albumina Serica, 67000; Ovoalbumina, 45000; Anhidrasa

/
Carbonica, 30000; Inhibidor de Tripsina de poroto de soga, 20000

l
y WL-Lactoalbumima, 14400). En el canal 1, los peptidos de la

/digestion de ZOugde la CK-EIP. En el canal 2, los peptidos de
I

la digestion de 20ug de la CK-BB.
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Fig. 16. Análisis densitométrico del PAGE-SBS152 de los
productos de las digestiones químicas de la CK-EIP y 1a CK-BB
con HCOOH88%.(3) Densitometría del cagal del PAGE-SDSdonde secorrieron los productos de la digestion de 20ug de la CK-BB.
(B) Densitometría del canal del PAGE-SBSdonde se corrieron los
productos de la digestion de 20ug de la CK-EIP.
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IV.2.2- Diqestiones con neico Clornídrico y

Bromuro de Cianágeno en ACido Clorh{drico

Para poner a punto las condiciones a utilizar se llevaron a

cabo las siguientes digestiones de la CK-BB:

Se resuspendieron 40, 65 y 140 ug de la CK-BB lioíilizsdos
I

en 100u1 de una solucion de 1.8mg de BrCN por m1 de 01H 0.1N.
/Se dejo digerir a temperatura ambiente por 24hs, se neutralizo

con NaOH0.1N, se lioíilizá'y analizá en PAGE-SDS10x (ver 12).

Se observa en la Fig. 17 el perfil electroforético en

PAGE-SBS, en el canal 1 se sembrá 40ug de la CK-BBcontrol, en

los canales 2, 4 y 5 las digestiones de los 65, 40 y lqoug de la

CK-BB respectivamente y en el canal 3 los patrones de PH (ver

12).
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Fig. 17. Análisis en PAGErsDS102 de los productos de la

digestián química de la CK-BBcon BrCN (1.8mg/ml) en ClH 0.1N.

Canal 1, 40ug de la CK‘BB. Canales 2, 4 y 5 los productos de

las digestiones de 65, 40 y 140ug de la CK-BBrespectivamente.

Canal 3, los marcadores de peso molecular (Fosforilasa b, 94000:

Albúmina sérica, 67000; Ovalbámina, 45000; ñnhidrasa Carbánica,

30000).



Para realizar el estudio comparativo entre la CK-EIPy la
/CK-BB se utilizo lOOugde proteina llevandose adelante el

siguiente protocolo:

100m9 de la CK-EIP y de la CK-BB lioíilizadas fueron

resuspendidos en 70ul de NP-40 0.1% y se agregaron 125ul de una

solucion de 1.8ng de BrCNpor ml de ClH 0.1N respectivanente.

Para ver el eíecto del ClH sobre ambas proteinas se resuspendiá

20ug de cada una en 40ul de NP-40 y se agregá 25u1 de ClH 0.1N

respectivamente. Se de); digerir por 24hs a temperatura

ambiente, se neutralizá con NaOH0.1N, lioíilizo y analizá en

PAGE-SOS 15x.

Se observa en la Fig. 18 el perfil electroforético en

PAGE-SBS, en los canales l y 6 los patrones de PH (ver 12), en

los canales 2 y 5 el efecto del ClH sobre la CK-EIP y la CK-BB

respectivamente y en los canales 3 y 4 los productos de la

digestián con BrCNde la CK-EIP y la CK-BBrespectivanente. Se

visualizan las diferencias en el comportamiento de ambas

proteinas frente al ClH 0.04N y frente al BrCNen ClH 0.06N.
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Fig. 18. I ,Analisis en PAGE-SBS10x de los productos de las

digestiones químicas de la CK-BBy la CK-EIP con ClH 0.04N y con

BrCN (1.8mg/ml) en ClH 0.06N. canales 1 y 6, los marcadores de

peso molecular (Fosíorilasa b, 94000; Albámina Sérica, 67000;

Ovalbánina, 45000; Anhidrasa Carbánica, 30000: Inhibidor de

Tripsina de poroto de soga, 20000). Canal 2, productos de la

digestián de la CK-EIP con ClH 0.04N, Canal 3, productos de la

digestián de la CK-EIP con BrCN. Canal 4, productos de la

digestián de la CK-BBcon BrCN. Canal 5, productos de la
1digestion de la CK-BBcon ClH 0.04N.
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/IV.2.3- Digestiones con ACJdoFornico 70:
l 11,Bronuro de Cianoqeno en Aczdo Formico 70x

Para poner a punto las condiciones a utilizar se llevaron a

cabo las siguientes digestiones con la CK-BB:

-Se preparararon dos tubos con lOOug de la CK-BB

liofilizada en cada uno y se resuspendieron en 100ul de una
l

solucion de 1.5mg de BrCN por ml de HCOOH70%.

-Se prepararon dos tubos con 100ug de la CK-BB liofilizada
1en cada uno y se resuspendieron en 100ul de una solucion de

15.0mg de BrCN por ml de HCOOH70%.

lSe dejo digerir un tubo de cada una de las preparaciones

por 24hs a temperatura ambiente y en oscuridad. Los otros dos

tubos se mantuvieron a tenperatura ambiente por 24hs en
lpresencia de luz. Se paro la digestion por congelamiento a

/-80°C. Se lioíilizo y sembrá en PAGE-SOS15x (ver 12).

En 1a Fig. 19 se observe el perfil electroforético, en los

canales 1 y 6 los patrones de PM(ver 12), en los canales 2 y 3

la digestión de la CK-BBcon la solucion de 1.5mg de BrCNa la

luz y en oscuridad respectivamente y en los canales 4 y 5 la

digestián de la CK-BBcon la soluCián de 15.0mg de BrCNa la luz
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lAnalisis en PAGE-SOS15%de los productos de lasFig. 19.

digestiones químicas de la CK-BBcon BrCN en HCOOH70x. Canales

1 y 6, los marcadores de peso molecular (Fosíorilasa b, 94000;
1 I /Albámina Serica, 67000; Ovalbumina, 45000; Anhidrasa Carbonica,

30000: Inhibidor de Tripsina de poroto de sOJa, 20000;

«GLactoalbumina, 14400). Canales 2 y 3, productos de las

digestiones de la CK-BBcon BrCN (1,5mg/ml) llevadas a cabo en

presencia de luz y en oscuridad respectivamente. Canales 4 y 5,

productos de las digestiones de la CK-BBcon BrCN (15.0mg/m1)

llevadas a cabo en presencia de luz y en oscuridad

respectivamente.
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y en oscuridad respectivamente. Se Visualiza que no hay

diferencia en las digestiones por le presenCia de la luz y que
I / Ise logro una digestion de toda la proteina utilizada en

/ r
presencia de la solucion mas concentrada de BrCN pues esta

ausente la banda de peso molecular 49000 (canales q y 5).

Para el estudio comparativo de la CK-EIP y la CK-BB se
lllevo adelante el siguiente protocolo:

Se resuspendieron lOOug de la CK-EIP y de la CK-BBen 250ul

de una solucion de 15.0mg de BrCN por ml de HCOOH 70%, NP-áO

0.1% respectivamente. Para ver el efecto del HCOOHsobre ambas

proteínas se resuspendieron 20ug de cada una en 50ul de HCOOH

70x, NP-40 0.12. Se dejo digerir por 24hs a temperatura

ambiente y se paré la digestión por congelamiento a -80°C.
ISe lioiilizo y sembrá en PAGE-SBS152 (ver 12).

Se observa el perfil electroforético en la F19. 20. en los

canales 1 y 6 los patrones de PH (ver 12), en los canales 2 y 5

el efecto del HCOOH 70x sobre la CK-EIP y la CK-BB

respectivamente y en los canales 3 y 4 el efecto del BrCN en

HCOOH70x sobre la CK-EIP y la CK-BB respectivamente. Se

visualiza un comportamiento diferente de ambasproteínas frente

al HCOOH70x, y un perfil idéntico con BrCN en HCOOH70%.
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Fig. 20. Analisis en PAGE-SBS15%de los productos de las

digestiones químicas de la CK-BBy la CX-EIP con HCOOH70% y con

BrCN (lSmg/ml) en HCOOH70%. Canaïes 1 y 6, los marcadores de

peso molecular (Fosiorilasa b, 94000; Albáfiina Sérica, 67000;

Ovalbémina, 45000; Anhidrasa Carbánica, 30000; Inhibidor de

Tripsina de poroto de soga, 20000; a-Lactoalbumina, 14400).

Canales 2 y 5, productos de las digestiones de la CK-EIP y la

CK-BB con HCOOH70% respectivamente. Canales 3 y 4, productos

de las digestiones de la CK-EIP y la CK-BB con BrCN en HCOOH70x

respectivamente. 108



lIV.3- Diqestionea Enzznaticas

/IV.3.1- Diqestion con TripSina

l
La CH-EIP y la CK-BB fueron digeridas en identicas

condiciones con TripSina (ver 6.1) y los péptidos producto de la
ldigestion se analizaron por cromatografía de alta presión (ver

15).

En la Fig. 21A se observa en el cronatograna de la

digestián de la CK-BBcon Tripsina un pico a 63.94’ que no se

halla presente en el cromatograna de la CK-EIP (F19. 213).

IV.3.2- Diqestión con Clostripain

Se digirieron 50ug de 1a CK-EIP y 65ug de la CK-BB con

Clostripain en idénticas condiciones (ver 6.3) y se analizaron

los péptidos producto de la digestián por cromatografía de alta
lpresion (ver 15).

En la Fig. 22 se observan los cromatogramas de la
1digestion de la CK-BB(A) y de la CK-EIP (B) con Clostripain.
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Fig. 21. Análisis por HPLCen fase reversa de los

productos de las digestiones enzimáticas de la CK-BB

(Cromatograna (ñ)) y de la CK-EIP (Cromatograna (8)) con

Tripsina. Las corridas se llevaron a cabo en una columna

Aquapor Octyl RP-300 utilizando como solvente A: 0.1: de

F3C-COOH y como solvente B: 90% de H3C-CN, 0.12

F3C-COOHproduciendo un gradiente lineal de 0 a 60% de B en 60

«fin e 0.6ml/min. La absorbancia se registro a 229nm.
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Fig. 22. Analisis por HPLCen fase reversa de los

productos de las digestiones enzimaticas de la CK-BB

(Cromatograna (A)) y de la CK-EIP (Cromatograna (3)) con

Clostripain. Las corridas se llevaron a cabo en una columna

Aquapor Octyl RP-300 utilizando como solvente A: 0.1% de

F3C-COOH y como solvente B: 90% de H3C-CN, 0.1K

F3C-COOHproduciendo un gradiente lineal de O a 60% de B en
l

60min a 0.6mlimin. La absorbancia se registro a 229mm.



51 bxen laa areas relativas de los picos aon d1íerentea, loa
_ / . .picos mayores presentan un períal 1dent1co en anoos

cronatogranas.

/IV.3.3- questzon con 0u1notrip51na

Se digirieron 1a CK*EIPy la CK-BBen idénticas condiciones

con Ouinotripslna (ver 6.2) y se analizaron los pébt1dos

producto de la digeatzán por cromatografía de alta preszon (ver
15).

En la Fig. ' 23A ae observa en el cromatograna de la

digestion de 1a CK-BBcon Ouimotrzpszna un pico menor a 22.80’

que se halla ausente en el cronatograma de la CK-EIP (F19.

238). Todos los picos mayores son idénticos en ambos

cronatogranas.



MWMMMW¿—
.1 1

.
ABSORBANCM

l

:2de
I nx a‘an

JARA,“

h} l l 1 l. 25 50 75 IOOcom ¡enzo

rig. 23. Analisis por HPLCen fase reversa de los

productos de las digestiones enzimaticas de la CK-BB

<Cromatograna (A)) y de la CK-EIP (Cromatogrena (3)) con

Quimotripsina. Las corridas se llevaron a cabo en una columna

ñquapor Octyl RP-300 utilizando como solvente A: 0.1% de

F3C-COOH y como solvente B: 90% de H3C-CN, 0.1%

F3C-COOHproduciendo un gradiente lineal de O a 60% de B en
I60min a 0.6mlimin. La absorbancia se registro a 229mm.
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V- Aislaniento del ARN-nde Creatina Oninasa Induc1da
/

por Eatroqeno (CK-EIP) en Utero de Rata Prepáber

El ARN-nde la Creatina Ouinasa induCida por estrágeno en

uíero de rata prepáber ae halla en baja proporCion con respecto

a la cantidad total de ARN-n. Parcial purificaCion del nisno

fue lograda mediante la detección de incorporaCion diferencial

en la narcacián radioactiva de los productos de la traduCCion in

vitro del ARN-mobtenido de útero de rata prepáber y de útero de

rata prepúber inducida por estrogeno. Se confirná que el

polipeptido que ae diferenciaba era tambien producto de la

traduccion in vitro del ARN-nde rata adulta. El ARN-n de la

CK-EIPfue parcialmente purificado en un gradiente de Sacaroaa.

V.1- ObtenCion del ARN-n poli A0

l
Se llevaron a cabo varias preparaciones de ARN-mde utero

l / lde rata prepuber, de rata prepuber inducida por estrogeno y de
rata adulta.



V.1.1- Obtenc1on de ARN-npol; A. de Utero ae
/Ratas Preguberes

Se utilizaron los dteros de 95 ratas prepuberes (18 a 21

dias de vida) extraídos una hora despuée de ser lnyectndas

intraperitonealnente con 300u1 de solucion i151016éice al lx en

Etanol. Los ¿teros pegaron 1.749 (0.0189 de peso por diero).

Se obtuvo 2.23ng de ARN total utillzendo el méïodo de

Cle/Isotioc1anato de Guanidina (ver 8.1).

Se cronatograíio 1.12ng del ARNtotal en Ollgo(dT)-Celulosa

(ver 8.2) y se obtuvo 60ug de ARN-m(ARN-mde primera eluc1on).

en 4m1 que se llevaron a 0.5H en ClLi. Se calentá a 65°C y

se sembro en la columna previanente equzlibrada con el buffer de

sembrado. Se recogieron fracciones de 0.5m1 (20ml en total) en

las que la ñzeo era cero, luego se eluyá con el buffer de

elucián y se recuperó 29ug (48.3%) de los GOugsembrados (ARN-n

de segunda elucián). Se tomaron alicuotes con 9ug de ARN-n de

primera elucián y Bug del ARN-mde segunda elución e las que se

agrego 2.5 y 5ug de ARN-t respectivamente, Acetato de Sodlo 0.1K

concentracion final y 2.2 volánenes de etanol, se de);

precipitar por 2hs a -20°C, se centriíugá a 8000 rpn por 1h

y se resuspendieron los precipitadoa en Bul de H20. Los

eluídos de ARN-m de primera y segunda elucion fueron

cromatografiados en gel de agarosa al 1%.



En la F19. 24A se observa en la corrida cronatograíxca en

gel de agarosa al lx (ver ll): en el canal l los fragmentos de

restrlcc1on obten1dos de la digestion del ADNdel Bacterioíago

Lambda cepa cI ts 857 San 7 con BamHI a 68°C por

10nin:16841, 7233, 6770, 6527, 5626 y 5505 pares de bases, en el

canal 2 el ARN-t utilizado en la preczpztaczo; de bajas

cantidades de ARN-n. en el canal 3 y 4 se sembrá lug de los

2.23mg de ARNtotal obtenldo del utero de las ratas prepuberes y

en el canal 5 los patrones de peso molecular de ARN-r 165 y 235

de E. coli.

En la Fig. 248 se observa la corrlda cromatográklca en gel

de agarosa al 1% (ver ll) de 3 y 6 ug del ARN-m de primera

elucion en los canales 1 y 2 respectivamente, de 3 y 6 ug del

ARN-mde segunda eluc13n en los canales 3 y 4 respectivamente y

de los marcadores de peso molecular 165 y 235 ARN-r de E. coli

en el canal 6.

Se aprecia en la Fig. 243 que el perfil electroforético

del ARN-m de przmera (canales 1 y 2) y de segunda elucián

(canales 3 y 4) no mostraron diíerenc1a entre sí y que estan

ausentes las bandas del ¿RN-r eucariático 185 y 285 del ARN

total (que se muestran en los canales 3 y 4 de la Fig. 24A).

/ I
El ARN-mde primera elucion no se sembro por segunda vez en

la columna de OligoídT)-Celulosa pues no se obtuvo mayor pureza
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Fig. 24. Analisis por cromatografía en gel de agarosa al

I /1%del ARNtotal y ¿RN-mobtenido de utero de ratas prepuberes.

(A) Canal 1, fragmentos de 16841, 7233, 6770, 6527, 5626 y 5505

pares de bases. Canal 2, 3ug de ARN-t. Canales 3 y 4, lug de
lARN total de utero. Canal 5, marcadores de peso molecular,

ARN-r 165 y ¿RN-r 235 de E. coli. (B) Canales 1 y 2, ARN-m de
l

primera elucion, 3 y 6 ug respectivamente. Canales 3 y 4, ARN-m
Ide segunda elucion, 3 y 6 ug respectivamente. Canal 5,

marcadores de peso molecular, ARN-r 165 y ARN-r 238.
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l 1'en el ARN-nde segunda eluCion y Se perdio alrededor del 50%.

/ l
El resto del ARNtotal (1.12ng) de utero de rata prepuber

fue cromatograíiado y se obtuvo 60ug de ARN-m.

lV.1.2- ObtenCion del ARN-nDoli A. de Utero de Ratas
x _ IPreguberes Inducidas Eor nstrogeno

/ /Se utilizaron los uteros de 95 ratas prepuberes (18 a 21

dias de vida) extraídos una hora despues de ser inyectadas

intreperitonealmente con Bug de 17B-Estradiol en 300u1 de
/ lsolucion fisiologica el 1%en Etanol. Los uteros pesaron 1.929

(0.029 de peso por utero). Se obtuvo 1.76ng de ARNtotal por el
lmetodo de Cle/Isotiocianato (ver 8.1) y 180ug de ARN-mpor

cronatogroíio en Oligo<dT)-Ce1ulosa (ver 8.2).

IV.1.3- Obtencion de ARN-mde Utero de Ratas Adultas

lSe utilizaron los uteros de 21 ratas adultas que pegaron

8.69 (0.419 de peso por utero). Se obtuvo el ARNtotal por el

nétodo de C1Ca/Isotiocionato (ver 8.1) utilizando un tubo Corex

de 125 ml donde se precipitaron las fases acuosas que contenían
/el ARN. Se centriíugo a 3000rpn durante 13hs, se separo el

Isobrenadante y se conservo a -20°C. El precipitado fue

resuspendido en 1m1del mismo sobrenadante, colocado en un tubo
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Eppendorf y centriíugado a 8000 rpm por 1h a -15°C. Se
I t 1separo el aobrenadante, se dejo drenar el tubo y se redisoIVio

el precipitado en H20. Se obtuVieron 5.5mg de ARNtotal.

Observando que en el caso del procesamiento de los áteros

de ratas prepuberea (ver V.1) se obtuvo 1.28ng de ARNtotal por

grano de tejido, en el caso del procesamiento de los uteros de

ratas prepáberes inducidas por estrágeno (ver V.2) se obtuvo

0.916ng de ARN total por grano de tejido y en el caso del

procesamiento de los dteros de ratas adultas se obtuvo 0.639ng

de ARN total por grano de tejido se deCidiJ controlar ai la

centriíugacián del tubo Corex de 125ml por 13hs a 3000rpn había

sido suficiente para ba3ar todo el ARN. Para ello se toná parte

de dicho sobrenadante en un tubo Corex de 25ml y se centrifugá a

8000 rpn por 1h y efectivamente se obtuvo un precipitado Vieible

que disuelto en H20 absorbía a 260nm, las condiciones

utilizadas en la centriíugacián fueron insuficientes para

recuperar cuantitativamente el ARN-m.

lSe cronatograíio en Oligo(dT)-Celulosa los 5.5ng de ARN
ltotal de utero de rata adulta y se obtuvo 204ug de ñRN-m.



l
V.2- Traducc1on Jn vxtro de ARN-npol; A.

Ide Utero de Rata Prepuoer, de Utero de Rata Inducxca
Icon Estroqeno y de Utero de Rota Adulta

lLa traducc1on in vitro en lzsado de retzculocitos de conejo
I

(ver 10), se llevo a cano por duplzcado utlllzendo dlluczones

dobles sucesivas hasta 1/16 del ARN-mpartiendo de Zug/ul (ver

8.2).

Una vez evaluada la nncorporacián de amznoácido trztlado a

proteína por sobre el valor del blanco, se mezclaron los

duplicados y se cromatograíiá en PAGE-SOS. El gel fue teñzdo,

fotografiado y ílnalmente cortado en segmentos de 2mm que se

digerieron con 0.5ml de H202 al 30% a 80°C. Se

agrego Aqussol y se analizá la radicactividad en el canal de

Tritio de un contador de centelleo líqu1do (ver 12).

En la Fig. 25 (Rei. 142) se presenta el perfil
/

radiosctivo en PAGE-SBSde los productos de la traduccion de los

ARN-n de:

-Jtero de rata adulta (tres meses de vida),

-átero de rata prepúber (18 a 21 dias de vida) obtenidos una

hora despues de ser inyectades intraperltonealmente con Sug de

17B-Estrediol en 0.3ml de solucián fisiolágica al 1%en Etanol y
l I 1-utero de rata prepuber obtenidos una hora despues de ser
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Fig. 25. Analisis por PAGE-SBS10%de los productos de la

traduccion ln vltro del ARN-mpoll A* de útero de rata adulta y

prepáber. A-A, ¿tere de rata adulta (3 meses de vlda). 0-0,

útero de rata prepuber extraído una hora despues de inyectar

intraperitonealmente Bug de 17Brístradiol en 0.3m1 de soluciár

fisiolágica al 1% de Etanol. o-o, ¿kero de rata prepáber
extraído una hora despues de inyectar intraperitonalmente 0.3ml

de solucion fisiolágica. ¡A-A,control de la traducciáo sin

Se corto el geï en segmentos de 2mm,agregado de ARN-mpoly ñ*.
I l . . . .se digirio en 8292 y se analizo 1a radloact1v1dad.



linyectadas intraperitoneolmente con 0.3ml de solution

{iSioláéica al 1%en Etanol.

Se observo un pico en el trozo Nro 16 del PAGE-SBS corrido
. z Icon los productos de la traduCCion de los ARN-m de utero de

ratas adultos o induCidos por estrogeno, que no se hallaba
I I .presente en el caso de utero de rata prepuber ni en el blanco de

l 1la reaCCion. El peso molecular de dicho polipeptido oacilo

entre los 43 y 45 Kd.

1Los productos de la traduCCion in Vitro fueron corridos en

PAGE-SBSy electrotransferidos a Nitrocelulosa (ver 13). La
l vinmunodeteCCion (ver 14) con Anti Ch-BB y Proteina A marcada con

1251 (ver 14.2) fue negativa.

IV.3- PurificaCion del ARN-mde CK-EIP

por Gradiente de Sacarosa

Se utilizaron lOOug de ARN-mpoli A, de dtero de rata

obtenidos 1h despues de ser inyectedes intraperitonealmente con
/ I

de solucion íisiologica al 1%en Etanol y lOOug de ARN-m0.3m1

poli ñ* de ¿tere de rata obtenidos 1h despues de ser inyectedas

intraperitonealmente con Sug de 17B-Estradiol en 300u1 de

solucion fisiologice al 1%en Etanol. Se corrieron en un

gradiente de Sacarosa 4 a 20%respectivamente (ver 9). Se

obtuvieron 28 tubos por cada uno de los gradientes fraccionados

y se numeraron de 1 (4% de Sacarosa) a 28 (20% de Sacarosa). El
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ARNfue preCipitado luego redisuelto en Zul de H20.

ISe analizaron todos los preCipitadoa por traduccion in

vitro en ligados de reticulocitos (ver 10) que fueron luego

senbradoa en PAGE-SBS(ver 12) y electrotransíeridoa (ver 13) a
INitrocelulosa. Se utilizo en primera instanCia IgG purificada

, zde conejo contra Ch-EIP comopriner anticuerpo y se revelo con

Proteina A marcada con 1251 (ver 14 y 14.2). Se detectá la

presencia de una banda proteica en la corrida del tubo Nro 7

(10X de Sacarosa) del fraccionamiento del gradiente del ARN-nde
. . /utero de rata induCioa con estrogeno, cuyo peso molecular era

nuy cercano al de la CK-EIP.

En la Fig. 26 se presenta la autoradiograíía de la

Nitrocelulosa tratada con IgG contra CK-EIP como primer

anticuerpo y revelada con Proteina A marcada con 1251,

proveniente de la electrotransíerencia de la corrida en PAGE-SBS

de 2ug de la CK-EIP en el canal 1, de 40ul provenientes de la
/ ItraduCCion in vitro del tubo numero 7 (10% de Sacarosa) del

lgradiente de Sacarosa del ARN-mproveniente de utero de ratas
Iinducidas con estrogeno en el canal 2 y de 40ul provenientes de

/ lla traduccion in vitro del tubo numero 7 (10%de Sacarosa) del
lgradiente de Sacarosa del ARN-mproveniente de ratas prepuberes

control en el canal 3. Se observa la presencia de una banda

radioactiva, debida al reconocimiento de una cadena

polipeptídica de peso molecular muycercano al de la CK-EIP,
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lFig. 26. Analisis por Inmunodeteccion en Nitrocelnlosa de

la electrotransferencia del PAGE-SBSde los productos de la.
1traduccion in vitro del ARN-mpoli 3* de utero de rata

/purificados por gradiente de Sacarosa. La inmunodeteccion se
/

llevo a cabo con IgG Anti CX-EIP y Proteina A marcada con

Canal 2, producto de la1251. Canal 1, 2ug de la CK-EIP.
/

traduccion de ARN-m poli ñ* del tubo numero 7 (10X) del
lgradiente de sacarosa (4-202) del ARN-mpoli Av de utero de rata

Canal 3, producto de laL _ aprepuoer induczda con estrogeno.
Itraduccion de ARN-mpoli A*'del tubo numero 7 del gradiente de

1 Isacarosa del ARN-mpoli 5* de utero de rata prepuber.
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preaente en los productos de traducc1án del ARN-npoli A. de

¿toro de rata inducida por estrógenos luego de ser fraccionado

en un gradiente de Sacarosa (canal 2). Dicha banda no estaba

presente en el caso de los ARN-mpoli 5° de útero de rata
Iprepuber sin induCir (canal 3).

Se 1raCCionaron varias preparaCiones de ARN-mpoli Ar,

proveniente de utero de ratas prepuberes induCidas con estrogeno

y de ratas prepáberes sin indUCir, en gradiente de sacarosa y se

analizaron los productos de la traducc16n in vitro de los tubos

6, 7 y 8 de los fraccionamientos utilizando en la

inmunodeteccion lgG de COHQJOcontra CK-BB (ver 14 y 14.2) y el

MAD-283?(ver 14 y 14.3). La banda correspondiente a una cadena

polipeptídica de peso molecular muycercano al de la CK-EIP
/

reaCCIODOcon ambos anticuerpos.



DISCUSION

A- Comportamiento Cronatoqráfico y Hov11idad
/Electroforetica de la CK-EIP y la CK-BB

La gran diferencia de concentracián de la PrI en cerebro de

rata con respecto a útero de rata (SOugde la PrI obtenidos de

100 ¿teros de ratas prepreres (Ref. 139) que pesan

aproximadamente 1.99 comparado con 30m9 de la CK-BBobtenidos de

2109 de cerebro de rata (Rei. 137) que representan

hacian delaproximadamente 170 cerebros de rata prepuber),
Icerebro el organo de eleccion para la purificacion de la PrI.

Reias y Kaye (Ref. 137) identificaron a 1a CK-BB de

cerebro de rata comoel principal componente de la PrI de utero

de rata basandose entre otros parametros en el comportamiento

cromatográiico de la Prl y de la CK-BBobtenido al auplementar

el sobrenadante de un homogenato de cerebro de rata con

sobrenadante de un citosol de ratas prepáberes inducidas con

estrágeno y marcadas con [3551-Hetionina. Siguiendo el

comportamiento cromatográíico de la CK-BB por su actividad
1 1enZimatica y el de la PrI por su marcacion radioactiva, ambas

. . . . ./copurificaban en los sucBSivos pasos de purificaCion.

126



Se asumiá entonces que el esquema de purificacidn de la Prl

de ¿tere de rata prep¿ber descripto por Kumary col. (Ref.

139) que se realizaba de rutina en el laboratorio podía

utilizarse para obtener la PrI de cerebro de rata prepuber.

La CK-EIP y la CK-BBmostraron el mismo perfil en la

cromatografía en DEAE-Sephacel, eluyendo a 0.02H ClNa (Fig. 2A

y 6 respectivamente). La cromatograffa en Hidroxiapatita

Ultrogel (HAU) del pico de actividad de CK obtenido en

DEAE-Sephacel en la purificacián de la CK-EIPde utero de rata

prepuber resolvía en un pico de actividad que eluía a BmH de

fosfato (Fig. 2h) y que analizado en PAGE-SOSmostraba una

unica banda de peso molecular aparente 49000 (Fig. 3, canal 4).

La cronatograffa en HAUdel pico de actividad de CKobtenido de

la columna de DEAE-Sephacel en la purificacián de la CK-BB,

resolviá en dos picos de actividad de CK, un pico menor que

eluia a 16mHde fosfato y un pico mayor que eluia entre 30mH y

60nN de fosfato. Ambospicos analizados en PAGE-SDS mostraron
/

mas de una banda si bien la banda principal correspondía al peso

molecular aparente de la cadena polipeptfdica de la CK-BB.

Las diferentes caracteristicas cromatográficas de elucián

de la CK-BBy de la PrI en HAUindicaron la posibilidad de que

existiesen diferencias sustanciales entre ambasproteínas. La
deberse a variantes de la/obtencion de dos picos podía

isoenzima, o también a que la capacidad de la columna de HAU
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fuese baya y teniendo en cuenta que estas columnas presentaban a
_ /veces un comportaMiento anormal con produccion de artefactos se

/
decidio utilizar HidrOXiapatita convenCional (HTP).

/ /La purificaCion de la CK-BBde cerebro de rata prepuber fue

puesta a punto sonetiendo el honogenato inicial a una
/cromatografía en DEñE-Sephacel con un gradiente lineal de ClNa

(Fig. 6) obteniendo un pico de actiVidad de CK que eluyá a

0.02H de ClNa (Fig. 6); la cromatografía de dicho pico en HTP

utilizando sucesivos gradientes lineales de Fosíato de Potasio
/

Smñ a 500mH, luego Smfl a 200nH y finalmente 5m" a lOOmHresolvio
l

en un pico de actividad de CKque eluyo a IBnH de Fosíato (Fig.
/7) y que analizado en PAGE-SBSpresento una sola banda de

proteína con un peso molecular aparente de 49000 (Fig. 8).

Comose indica en la Tabla 2 (ver Resultados I) de 33.59 de

tejido de cerebro de rata prepdber se obtuvieron 3.2ng de

proteina con una actividad específica de 459U/mg, con un

porcentaje de recuperacion del 30Xy un grado de puriíicacián de

64.6 veces.

IEl esquema de purificacion de la CK-BBde cerebro de rata

utilizado por Reiss y Kaye (Ref. 137) constaba de los
Isiguientes pasos de purificacion a partir del homogenato

inicial: 1) centrifugacion a 270009 (sobrenadante 527),

lavado del precipitado, centriíugacián y mezcla del sobrenadante

del lavado con el 527, 2) fraccionamiento con Sulfato de
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Anonio llevando prinero al 527 a 40x de saturacion,

centrifugacion a 270009, separacion y aguate del aobrenadante a

65x y centriíugacián, 3) el precipitado asi obtenido entre 40 y

65X de saturación era redisuelto en buffer pH 5.2 y la

auspencián se centriíugaba a 380009, el aobrenadante era

adicionado con buffer pH 7.9 hasta alcanzar dicho pH y se

centriíugaba a 380009; el sobrenadante que aun era algo turbio

se diluía, 4) se cromatografiaba en DEAE-Celulosa con un

gradiente discontinuo y luego el pico de actividad de CK

obtenido 5) se cromatografiaba diluido en una segunda columna de

DEAE-Celulosa con un gradiente lineal. íinalnente 6) se

cromatografiabe en blue 2-agarosa. A partir de 2109 de tejido

de cerebro de rata obtenían 30.3ng de proteína con una actiVidad

especifica de 560U/mg, con un porcentaje de recuperacion del 43x

y un grado de purificacián de 100 veces.

El método empleado para purificar la CK-BBde cerebro de

rata prepuber siguiendo un eaquena semejante al usado por Kumar

y col. (Ref. 139) para purificar la CK-EIP, con una

recuperacion de la CK-BBdel 30%y un grado de purificación de

64.6 veces, ligeranente menorque la recuperacion y purificación

lograda por Reiss y Kaye, llevo a la obtencion de una ¿nica

banda proteica en PñGE-SDSmediante un esquema sencillo de

purificacián por dos cronatograíias 1) en DEAE-Sephacely 2) en

HTP.



El peso molecular aparente de la CK-Binformado por Reiss y

Kaye (Rei. 137) fue de 46000.

Perrynan y col. iníornaron el peso de la subunidad B de la

CK-BB purificada de diferentes espeCies siendo de 44500 la

hunana, 46000 la canina, 44000 la de conejo y 49000 la de raton

(Rei. 155).

El peso molecular aparente de la CK-Bde cerebro de rata

prepuber es de 49000 y como se aprecia en la Fig. 9 la
l /movilidad electroforetica de la CK-EIPes identica a 1a de la

CK-BB.

IB- Comparacion de la Innunoreactividad

de la CK-EIP y la CK-BB

Para llevar a cabo los estudios innunolágicos se disponía

de antisuero de conejo contra la CK-EIP, se produjo entonces

antisuero contra la CK-BB(ver 2) y se purificaron las IgG de

ambos inmunosueros por columna de Proteina A Sepharosa (ver 3).

Se realizaron estudios comparativos de las características de

unián (inmunoreactividad) de los antígenos (la CK-EIP y la

CK-BB) a los anticuerpos (Anti CK-EIP y Anti CK-BB).



8.1- Enzimoinmunoensayo en Portaobjeto (SIA)

/
La conparacion de la innunoreactividad por SIA (definida

como el grado de reconocimiento del ñntigeno por el Anticuerpo

la nedida de la A410) de la CK-EIP y ladeterninado por
ICK-BB, mostro (ver III.1, Tabla 3) una neta diferencia de

reactividad (aproxinadamente 50X) entre Anti CK-EIPy la CK-IP

con respecto a Anti CK-EIP y la CK-BB.

Las IgG obtenidas contra la CK-EIPreaccionaron en nenor

grado con la CK-BB (A410=0.06 en dilucián 121000 y
/

A410=0.49 en dilucion 1:100) que con la CK-EIP

(A410=0.46 en dilucion 1:1000 y A410=l.02 en dilucion

11100).

Teniendo presente que estas proteínas son anplianente

semejantes, determinado por su peso molecular (ver A), su

composicion aninoacídica (Rei. 139), su funcion enzinática de

CK, su punto isoelectrico (ver C), sus perfiles de digestiones

químicas (ver D) y enzimáticas (ver E) y que la diferencia de

reactividad es grande comopara deberse a posibles variaciones

de afinidad de las moleculas de IgG con respecto a la unián a

sus correspondientes epitopes en una de las proteínas con

respecto a la otra, podriamos inferir que Anti CK-EIP reconoce

epitopes en la CK-EIP que no estan presentes en la CK-BBo que

estan presentes en la CK-BBpero que se repiten en la CK-EIP,

por lo tanto la CK-BBes menos reconocida. Esto no excluye que
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la CK-BBtenga epitopes propios que no pueden ser reconocidos

por Anti CK-EIP pues no estan presentes en la CK-EIP.

Por otro lado Anti CK-BBreconoce a la CK-BBy a la CK-EIP

en grado semejante haciendo indistinguibles ambas proteínas.

Esto no excluye que la CK-EIP tenga epitopes que no comparta con

la CK-BBy por lo tanto no sean detectados por Anti CK-BB, lo

que si es probable que excluya es que haya epitopes en la CK-BB

que no esten presentes en la CK-EIP.

Tratar de comparar la innunoreactividad de dos anticuerpos

(obtenidos contra dos antígenos, la CK-BB y 1a CK-EIP,

probablenente diferentes) contra un antígeno, no es valido ya

que se involucraria la 'heterogeneidad’ propia de los

anticuerpos. Aunque la CK-BBy la CK-EIP fuesen la misna

proteina, la respuesta inmune de cada animal adn siendo de la

nisna cepa podria ser diferente y llevar a conclusiones
erroneas. Por ello la diferencia de reactividad entre la CK-BB

y Anti CK-BB con respecto a 1a CK-BBy Anti CK-EIP no es
. I . . ’ IconSiderada valida para la comparacion de ambas proteinas.

Es claro que dos proteínas supuestamente idénticas no

pueden reaccionar en forma netamente diferente frente al

anticuerpo obtenido contra una de ellas. Anti CK-EIPdistingufa

estas dos proteinas y fue utilizado para caracterizar la
/

inmunoreactividad de ambas por inmunodifusion bidimensional.



/8.2- Inmunodiíusion Bidimensional (Ouchterlony)

Ouchterlony (Rei. 173) trabajando con un sistema de tres

componentes formado por dos antígenos y un anticuerpo que

diíundían en un gel cada uno desde un pozo, deiiniol cuatro

perfiles generales de inmunoreactividad caracterizados por la
inicial/ lextension de las areas de precipitacion desde el sitio

/entre los pozos hasta el area central. Durante dicha extension
lcambios en la regularidad de las lineas de precipitacion pueden

. . /ocurrir si hay relaCiones entre los antigenos que resultan en la
. ./ . . . ./interaCCion de las lineas de preCipitaCion.

Para comparar la inmunoreactividad de la CK-EIP y la CK-BB
l .mediante esta tecnica se debio primeramente encontrar la

relacion y las cantidades adecuadas para la visualizacion de las

lineas de precipitacián. Para ello diferentes cantidades de
Anti CK-EIPfueron enfrentadas con una determinada cantidad de

la CK-EIPy la relacion adecuada para la obtencián de una banda

de precipitacián aproximadamente ubicada entre ambospozos, fue

de 15ug de la CK-EIP y de 45 a 70ug de Anti CK-EIP (Fig. 10).

Cuando 15ug de la CK-BB fueron enfrentados a diferentes

cantidades de Anti CK-BB no se visualizaron bandas de

precipitacián. Sin embargo 15ug de la CK-BBproducían una banda

de precipitacián con Anti CX-EIP aunque de mucha menor

intensidad que la producida entre 15ug de la CK-EIP y Anti

(Fig. 11). Se obtuvieron bandas de intensidadCK-EIP

comparables cuando se enfrentaron 15ug de la CK-EIP o 30 ug de
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la CK-BB contra Anti CK-EIP o sea utilizando el doble de

cantidad de la CK-BBcon respecto a la CK-EIP.

En el análisis de la innunoreactividad por SIA, Anti CK-EIP

inmunoreaccion; con la CK-BBun 50% menos que con la CK-EIP y en

el análisis por Ouchterlony para visualizar bandas de

precipitacián de intensidad semejante la CK-BB tuvo que

utilizarse al doble en cantidad con respecto a la CK-EIP.

Como se observa en la Fig. 12, la CK-BB y la CK-EIP

nostraron una innunoreactividad caracterizada como'reaccio; de

identidad parcial’ o 'parcial fusion de lineas’. El espolán en

el arco de precipitacián entre la CK-EIPy Anti CK-EIP, que se

separa del arco entre la CK-BBy Anti CK-EIP corresponde a la

precipitacion causada por los epitopes propios de la CK-EIP que

no son compartidos por la CK-BB. Dicho espolán también mostro

estar marcado radioactivanente, ya que la CK-EIPes una proteína

inducida por estrágeno en ¿tere de rata prepuber que se obtiene

marcada radioactivamente por la tecnica de doble marcacion

isotápica (Ref. 139). Los 36 ug de la CK-EIPusados en esta

Ouchterlony presentaban 56880cpm de 3H y 5752cpm de 14€.

La visualizacián del espolán por autoradiograífa es la

confirmacián de que la proteina precipitada que no comparte

epitopes con la CK-BB,esta marcada. Esto es muy importante ya

que si dicho espolán no estuviese marcado seria un contaminante

pues la CK-EIP esta marcada, y la probabilidad de tener un

contaminante que haya copurificado con la CK-EIPa traves de la



l / /purificacion por dos columnas cronatograíicas y que adenaa haya
lsido inducido por estrogeno (ya que la relacion 3H/14C

/
de la preparacion es alta) es aun mas baja que la de tener un
contaminante no radzoactivo.

/C- Comparacion del Punto Isoelectrico

de la CK-EIP y la CK-BB

Una sinple observacion deterninquue la CK-EIP era naa

acida que 1a CK-BB. Cuando estas proteínas se utilizaban en

SIA, se depositaba lug de las mianas en el portaobjeto y luego

se bloqueaban los sitios libres con medio CH. Este medio

contiene un indicador de pH, R030 de Fenol, que vira entre 6.3

(amarillo) y 3.2 (royo). El medio CHpreparado a pH 7.2-7.4

presenta un color rosado. Cuando se depositaba el medio CH

sobre la CK-EIP y la CK-BB, solamente en el circulo

correspondiente a la CK-EIPel color rosado del medio variaba a
. . Iun color con tinte naranja-amarillento. Esto no sucedia con la

CK-BB.

Los pI de la CK-EIP y la CK-BB fueron determinados por

isoelectroeníocado en gel de poliacrilamida.

Se observa en la Fig. 13 que la CK-BB ha enfocado

perfectamente y su pI corresponde a 4.8 (canal 4). Si bien la

CK-EIP se presenta como una banda difusa (canal 2) se aprecia



una zona mas concentrada a pI 4.5 al igual que en el canal 3

donde fueron corridas ambas proteinas.

En el PAGIEFpresentado en la Fig. 14 la CK-EIP enfoca

perfectamente a pI 4.4 y presentá bandas menores (canal 3) y la
l

CK-BBsi bien presento una banda difusa, se aprecia una zona mas

concentrada a pI 5.0 (canal 2).

/La CK-EIPy la CK-BBdifieren en punto isoelectrico: el pI

de la CK-EIP es 4.45 y el pI de la CK-BBes 4.9.

.I , /D- ComparaCion de las Diqestiones Quimicas

de 1a CK-EIP y la CK-BB

La particular labilidad de la unián entre residuos aspartil

y prolil en proteinas fue notado por primera vez cuando se

realizaba el analisis de la estructura primaria de proteínas que
contenían este tipo de uniones. El tratamiento de proteínas en

condiciones acidos suaves, HCOOH70%, ClH pH2, generalmente por

un tiempo de exposicion no mayor de 46hs y temperaturas menores

de 40°C provoca la ruptura de las uniones peptídicas entre

el residuo aspartil y el siguiente aminoácido (Ref. 190) con

alta probabilidad de que el siguiente aminoácido sea un residuo

prolil (Ref. 175).



La CK-EIP y la CK-BBfueron sometidas a hidrálisis acida en

HCOOH70x y en ClH 0.04N por 24hs a temperatura ambiente.

como se observa en la Fig. 20, canal 2. la digestion de la

CK-EIP con HCOOH70X produjo la ruptura de por lo menos tres
/

uniones produciendo peptidos de 44000, 38000 y 33000 (para la
Iubicacion de los peptidos se hace referencia a su peso relativo

a los pesos moleculares de los marcadores). La CK-BB(canal 5),
lbajo las mismas condiciones produjo por lo menos dos peptidos,

de 38000 y 33000 de peso molecular relativo. El péptido de

44000 estaba ausente.

Condiciones mas fuertes de hidrálisis en HCOOH88%por 24hs
la 37°C, produjo el mismo numero de peptidos en ambas

proteinas como se aprecia en el PAGE-SBSde la Fig. 15 y en los

perfiles densitométricos de la Fig. 16. Principalmente la

ruptura de dos uniones produjeron péptidos de peso molecular

relativo de 38000 y 31000 aproxinadamente.

Las digestiones de la CK-EIP y la CK-BB en HCOOH70x
Idiíerenciaron ambas proteinas en un peptido de 44000 de peso

Imolecular relativo, presente en la digestion de la CK-EIP y
Iausente en la digestion de la CK-BB(Fig. 20, canales 2 y 5

respectivamente).

informada porLa secuencia aminoacidica de la CK-B fue
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Beníield y col. (Ref. 191), deducida del ADN copia obtenido

del rastreo con anticuerpos de una biblioteca en Agtll preparada

con copias del ARNpoli A0 obtenido de cerebro de rata. Del

estudio de las uniones peptidicas Asp-Pro de dicha seCUencia se

péptidos a obtener por elpueden. deducir los posibles
/

trataniento de la CK-BBen nedio acido suave y, corresponden

aproximadamente, los que se visualizarían en PAGE-SBSa 16000

(que puede ser cortado en una union Asp-Pro produciendo dos

peptidos de 11000 y 5000 respectivamente, que no pueden ser

visualizados en el gel), 33000 y 38000 de peso nolecular. Ahora

bien, los fragmentos de 33000 y 38000 coinciden con los péptidos

obtenidos al tratar la CK-BBcon HCOOH70% y adenas son los dos
l

peptidos mas abundantes al digerir la CK-BBcon HCOOH88% (Fig.

15).

/
La CK-EIP produjo al ser tratada con HCOOH?0x un peptido

j /
mas que los que produjo la CK-BBy correspondio a un peso

nolecular reletivo de 47000. ñl estudiar las zonas

aminoecfdicas de la CK-BBque corresponden a los posibles cortes

que producirÍan un fragnento de ese tananb (probables cortes en

la zona N-terminal y en la zona C-terminal), no hay presente
l /

ninguna union Asp-Pro, ni tampoco ninguna union Asn-Pro que
I

pudiera haberse convertido en Asp-Pro al sufrir una deaminacion
- /durante el proceso de purificacion.

Por lo tanto hay una diferencia en la CK-EIP, a nivel de su

secuencia aminoacidica, con respecto a la CK-BBy es probable
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que sea una union Asp-Pro o Asp-X en la CK-EIP que no se
I

encuentre presente en la correspondiente posicion en la CK-BB.

Cono se observa en la Fig. 18, canal 5, la CK-BB no fue

aíectada por la hidrálisis en ClH, nientras que la CK-EIPsufrio

la ruptura de por lo menos tres uniones, correspondiendo a

péptidos de peso molecular relativo de 47000, 45000 y 32000

(Fig. 18, canal 2).

IEl trataniento de la CK-BBy la CK-EIP con ClH 0.04N mostro

una diferencia notable entre ambasproteínas, sin embargo es

dii{cil deducir la relacion eXistente entre ellas ya que este
Itratamiento no afecto las uniones Asp-Pro de la CK-BBaunque si

aíectá uniones probablenente del tipo Asp-Xen le CK-EIP.

1La digestián con BrCNbajo condiciones acidas suaves lleva

a la ruptura de las uniones Het-X (Rei. 176). Cuando la CK-EIP
l

y la CK-BB fueron sometidas a digestion con BrCN lOOOH en
/

exceso,en HCOOH702 se obtuvo el mismo numero de péptidos, como

se observa en la Fig. 21 (canales 3 y 4 respectivamente).

Cuando la CK-EIP y le CK-BBfueron sometidas a digestion

con BrCN lOOH en exceso, en ClH 0.06N, se obtuvo un mayor numero

de péptidos en la digestion de la CK-BBy como se observa en la

Fig. 18, canales 3 y 4 respectivamente, en la zona de peso

nolecular 20000 a 30000, no se encuentran fragmentos de la
Idigestion de la CK-EIPcuando se visualizan por lo menos tres
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l /
peptidos en la CK-BB. El analisis de estos resultados en

lrelaCion a la secuencia aminoacfdica de la CK-BB lleva a
Idemasiadas combinaciones de posibles peptidos producidos y

/
partimos de la base de que el mismo ClH 0.04N donde se realizo

la digestion con BrCN produjo cortes en la CK-EIP, cuya

secuencia no poseemos, y no produjo cortes en la CK-BB.

l /
La digestion con BrCN 100Men ClH 0.06N produjo peptidos en

la CK-EIP diferentes a los producidos en la CK-BB.

l lE- Comparacion de las Diqestiones Enzimsticas

de la CK-EIP y la CK-BB

Hay muchos métodos para el corte de uniones aminoacfdicas

especificas en una proteína desnaturalizada. Para el corte de

proteinas en péptidos de un largo promedio de 10 residuos,

(dependiendo del contenido en Lisina y Arginina en la proteina)

el método mas especifico usado es la digestián con Tripsina.

Ouimotripsina,Otras proteasas frecuentemente usadas son:

Pepsina, Termolisina, Papaina y Subtilisina, en orden

aproximadamente decreciente de especificidad. Estas ultimas

proteasas son generalmente usadas para la digestidn secundaria

de péptidos largos obtenidos de la digestién primaria de

proteinas con BrCNo con Tripsina, ya que la baja especificidad

de las mismas produce complejas mezclas si son usadas sobre la

proteina entera.
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/
La CK-BB y la CK-EIP fueron sometidas a digestion con

Tripsina, Clostripain y Ouimotripsina y los peptidos obtenidos
lfueron analizados por cromatograíia de alta presion en fase

reversa .

La Tripsina cataliza la hidrálisis de las uniones Lys-X y

Arg-X, excepto cuando el residuo X es Prolina, aunque un corte

mas lento de estas uniones puede ser observado. La velocidad de

corte varia considerablemente, las uniones Arg-X son cortadas

generalmente mas rapidamente que las uniones Lys-X y la
Ipresencia de residuos acidos en cualquiera de los lados del

/residuo basico reduce la velocidad significativamente.

/
Al someter la CK-BBy la CK-EIP a digestion con Tripsina se

/
obtuvo un pico mayor a 63.94' presente en la digestion de la

l
CK-BB(Fig. 215) y ausente en la digestion de la CK-EIP (Fig.

l l l218). Tambien se produjo una variacion en la concentracion

relativa de ciertos fragmentos que pudo deberse a una diferencia
. l. . '.en el entorno aminoaCidico de las uniones peptidicas cortadas.

Una union del tipo Lys-x o Arg-X esta presente en la CK-BB
l

y ausente en la CK-EIPen la correspondiente posicion.

Con la idea de distinguir cual de las dos uniones era la
/ Icausante de la aparicion del peptido a 63.94' se utilizo la
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proteasa Clostripain. La Clostripain acta; sobre la unián

peptídica carboxilica de aminoácidos cargados positivamente y a

diferencia de la TripSina, prefiere marcadamentelos residuos de

Arginina que los de Lisina (Rei. 179). Las digestiones de la

CK-BB¡y la CK-EIPcon Clostripain mostraron un perfil idéntico

de los picos mayores, si bien la concentraCion relativa de los

mismos fue diferente (Fig. 22A y B respectivamente). Se

observé una alta concentracián de fragnentos muypolares que no

han sido separados con el gradiente utilizado, por eso, no es

posible suponer por el nJmero de péptidos obtenidos (comparados

con los deducidos de la secuencia aminoac{dica de la CK-BB,Ref.

200) que todas las uniones Arg-X han sido digeridas y asi

concluir que la union presente en la CK-BBy ausente en la

CK-EIP reconocida por la Tripsina sea del tipo Lys-X y no Arg-X.

Otra proteasa utilizada fue la‘Ï-Ouimotripsina que corta en

la union carboxilica del Triptoíano, Tirosina, Fenilalanina,

Leucina y Metionina con ocasionales cortes en otros sitios. Si

el residuo siguiente es Prolina el corte no ocurre y la
. . Í . .presenCia de residuos aCidos en cualquiera de los lados del

Í. . . . .residuo basico reduce la velOCidadde corte significativamente.
/Ademasla accion de la Quimotripsina es difícil de predecir con

/
exactitud pues depende de factores fuera del entorno de la union
cortada (Ref. 178).

Se observa en los cromatogramas de las digestiones de la

CK-BB y la CK-EIP (Fig. 23A y B respectivamente) con
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Quimotripsina, la presencia de un pico menor a 63.94' en la
l 1 /digestion de la CK-BBque no esta presente en la digestion de la

CK-EIP, 81h embargo por ser un pico menor y haber diferenCias
_ /relativas de concentraCion entre los picos puede que su ausencza

ausencia deen el cronatograma de la CK-EIP no se deba a la
l . ’ .dicha union en la correspondiente posiCion en la Ch-EIP Sino a

una diíerencia de velocidad de corte por factores fuera del
/entorno inmediato de la union involucrada, lo que es una

/ . . . . .caracteristica de la Ouimotripsina. El perfil de los picos
/mayores es identico en los cromatogramas de ambas proteínas.

F- .Son la CK-EIP y la CK-BBla misma proteína?

1) La CK-EIP presenta uno o mas epitopes que estan ausentes

en la CK-BB.

2) La CK-EIP presenta un pI de 4.55 y la CX-BBun pI de

4.9.

3) La CK-EIP presenta una union Asp-Pro o Asp-X que no se
lencuentra en la CK-BBen la correspondiente posicion.

4) La CK-EIPes digerida por tratamiento ácido suave con

ClH 0.04N mientras que la CK-BBpermanece inalterada.

l5) La CK-EIPes digerida a peptidos diferentes de los que
I

produce 1a CK-BBpor digestion con BrCN en ClH 0.06N.
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I
6) La CK-EIP carece de una union del tipo Lys-X o Arg-X en

la posiCion correspondiente en que se encuentra en la CK-BB.

La cadena polipeptídica B difiere, en su secuencia

aminoacidica, de la cadena polipeptídica de la CK-EIP.

La CK-EIP y la CK-BBno son la misma proteína.

Reiss y Kaye describieron a la CK-BB como el nayor

componente de la PrI en base a su comportamiento cromatogrgfico,

su inmunoprecipitacion con antisuero contra la CK-BB(Ref. 137)

y por los patrones obtenidos por ñuorografía del PAGE-SBS

corrido con las digestiones con proteasa de las proteínas

correspondientes a la movilidad electroforetica de la PrI

proveniente de la proteina radioactiva sintetizada por el ¿tero
intacto o por el ARN-mobtenido de cerebro o de útero al ser

traduc1dos en un lisado de reticulocitos de CODEJOy corridos

por electroforesis bidimensional previo agregado de proteínas de

cerebro no marcadas (Ref. 143). Sin embargo por lo demostrado

con el anticuerpo obtenido con la PrI purificada del organo

blanco de la hormona (la CK-EIP) y por los perfiles de las

digestiones químicas y enzimáticas descriptas, 1a CK-EIP y la

CX-BBno son la misma proteína.



G- ñRN-m de la CK-EIP

Con el objetzvo de estudzar la relac1án ex15tente entre la

CK-EIP y 1a CK-BBa nlvel nucleotídlco se purzílcá el ARN-m de

la CK-EIP.

La estrategia utzlizada fue 1a siguzente: por comparacion

de los perfiles radioactzvos obtenidos en PAGE-SBSde los

productos de la traduccion in vitro de ARN-mde útero de rata

prepuber, de útero de rata prepuber inducida con estrógeno y de

útero de rata adulta, se determiná la presencia de un

polipéptido de peso molecular llgeramente menor que la CK-EIP.

El aumento de la incorporaczon radloactiva de la traduccion se

ponía de manifiesto por el aumento de los ARN-m 1nducidos por

estrágeno frente a la incorporacion radioactiva basal de la

traduccián de los ARN-mde útero de rata prepuber sin 1nduc1’.

Dicho polipeptido también estaba presente en 1a traduccion in

vitro de los ARN-mde rata adultaq

Sin embargo cuando los productos de traduccion sometidos a

PAGE-SOSy transferidos a Nitrocelulosa eran inmunodetectados

con Anti CK-EIP o Anti CK-BBy Proteina A marcada con 1251
.

no se visualizaba reaccion positiva alguna. Los productos de la
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traduccxán in vitro tampoco podian ser inmunoprecipitudos con

Anti CK-EIP o Anti CK-BB. Cabian dos posibilidades: 1) la

concentracion de dicho polipéotido estaba por debajo de los

limites de deteCCion o 2) no habia relacion entre el polipéotido

obtenido y la CK-EIP.

Para lograr un enriqueCimiento del ARN-mde la CK-EIP se
z /utilizo entonces un gradiente de Sacarosa que resulto en la

/ I /obtencion de suficiente polipeptido en la traduccion in vitro
/

que permitio inmunodetectar la CK-EIP con Anti CK-EIP (Fig.
/

26), Anti CK-BB y el Hñb-ZB. La preparacion de ARN-m
/

enriquecida en el ARN-mde CK-EIP hora posible que, en el

clonado en ¡Ágtll de los ADNcopia, el porcentaje de clones

obtenidos con ADNcopia del ARN-mde CK-EIP sea sufiCiente como
1

para que un numero manejable de clones a testear conduzca a la
/obtencion del mismo.

I
La secuenciaCion del ADN copia del ARN-m de CK-EIP

l /
. . . / _permitira la obtenCion de la secuenCia aminoaCidica de la

/ / /proteína induCida por estrogenos en utero de rate prepuber.



M
1) La CK-BBde cerebro de rata prepúber fue purificada por

cromatografía en DEAE-Sephacel y en HTP. La CK-BBeluyo a 0.02H

de ClNa de la columna DEAE-Shepacel y a 0.016H de fosfato de la

columna de HTP.

2) El análisis por PAGE-SBSde la CK-BBpurificada mostro

por tinCián con Coomasie Brillant Blue una sola banda de

proteína con un peso molecular aparente de 49000.

3) Se produJeron anticuerpos policlonales en conejo contra

la CK-BBy se purificaron las IgG contra CK-BBy las IgG contra

CK-EIP por cromatografía en Proteina A Sepharosa. Anti CK-EIP y

Anti CK-BB fueron utilizadas en los estudios inmunolágicos

comparativos de la CK-EIP y la CK-BBpor SIA e InmunodiiuSián

Bidimensional:

a) La CK-BB fue reconocida en el SIA por Anti CK-BB

con igual intensidad que la CK-EIP. La CK-BBfue reconocida en

el SIA por Anti CK-EIP con aproximadamente 50% menos de

intensidad que la CK-EIP.

b) La CK-EIP y la CK-BBpresentaron en el analisis

por Inmunodifusion Bidimensional frente a Anti CK-EIP una
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l
reaCCion de identidad parc1al.

Se concluye que la CK-EIP y la CK-BB son distingu1bles
I /inmunologicamente. La CK-EIP presento uno o mas epitopes que

Iestan áusentes en la CK-BB.

/
4) Los puntos isoelectricos de la CK-EIP y la CK-BB fueron

/
comparados por PAGIEF. La CK-EIP presento un pI de 4.55 y la

CK-BB un pI de 4.9.

5) La CK-EIP y la CK-BBfueron comparadas mediante estudios
. Ide digestiones qUimicas:

/a) El analisis por PAGE-SOSde las digestiones de la
/

CK-EIP y la CK-BBcon ácido formico 70% mostro que la CK-EIP

presenta una union Asp-Pro o Asp-X que no se encuentra presente
/en la CK-BBen la correspondiente posiCion.

b) El anÁIJSis por PAGE-SBSde las digestiones de la
l I /

CK-EIP y la CK-BBcon acido formico 88% no mostro diferencia

entre ambasproteinas.

c) El análisis por PAGE-SBSde las digestiones de la

CK-EIP y la CK-BBcon ¿cido clorhídrico 0.04N mostro que la

CK-EIP era digerida produciendo por lo menos tres pestidos de

peso molecular de 47000, 45000 y 32000, mientras que la CK-BB
/pernanecio inalterada.



/d) El analiSis por PAGE-SBSde las digestiones de la
1

CK-EIP y la CK-BB con bromuro de cianogeno lOOOHen exceso en
I lacido fornico 702, no mostro diíerenc1a entre ambasproteínas.

e) El análisis por PAGE-SDSde las digestiones de la

CK-EIP y la CK-BB con bromuro de cianogeno 100H en exceso en

acido clorhídrico mostrá que la CK-EIPes digerida a pertidos

diferentes de los prodUCidos por la CK-BB, la CK-BBprodujo por
/

lo menos tres peptidos más que la CK-BB.

6) La CK-EIP y la CK-BBfueron comparadas por estudios de

digestiones enzimáticas:

a) El análisis por HPLCen fase reversa de los

productos de las digestiones de la CK-EIP y la CK-BB con

Tripsina mostraron que CK-EIP carece de una union del tipo Lys-X

o Arg-X en la posicion correspondiente en que se encuentra en la

CK-BB.

b) El análisis por HPLCen íase reversa de los

productos de las digestiones de la CK-EIP y la CK-BB con

Quimotripsina y con Clostripain no mostraron diferencia entre
lambasproteinas.

. . f . . /.Se concluye de las digestiones quimicas y enZimaticas que

la cadena polipeptidica B de la CK-BBdifiere en su secuencia



aninoacidica de la cadena polipeptídica de la CK-EIP. La CK-EIP

y la CK-BBno son la misma proteína.

7) Con el objetivo de diluc1dar la relaCion eXistente entre

la CK-ÉIP y la CK-BBa nivel nucleotídico se purifico el ARN-n

de la CK-EIP:

a) Los ARN-nde utero de ratas prepuberes inducidas

por estrogeno, de utero de ratas prepuberes controles y de útero
metodo dede ratas adultas fueron purificados por el

isotiocianato de guanidina y por columna de Oligo(dT)-Celulosa.

El analisis de los perfiles radioactivos obtenidos en

PAGE-SBSde los productos de la traduccion in vitro de los ARN-n

de Útero de ratas prepuberes inducidas con estrogeno y de útero

de ratas adultas mostro la presencia de un polipeptido de peso

molecular ligeramente menor que el de la CK-EIP que no fue

dectectado en el caso del analisis del ARN-mobtenido de útero

de ratas prepuberes controles.

b) Un enriquecimiento del ARN-mde la CK-EIP fue

logrado mediante un fraccionamiento en gradiente de sacarosa

4-202 del ARN-mde utero de ratas prepuberes inducidas por

estrógeno. El análisis de los productos de la traduccion in

vitro de las fracciones del gradiente de sacarosa de los ARN-m

de útero de rata prepuberes inducidas por estrogeno, realizado

por electroforesis en PAGE-SBS, electrotransíerencia a
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l
nitrocolulosa e innunodetecczon con Anti CK-EIP, Anti CK-BBy el

1
HAb-ZB mostro la presencia de la CK-EIP proveniente de la

Ifracczon de 10: de sacarosa del fraccxonanzento del ARN-n.
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