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PROLOGO

La proteina inducida (Pri1> por eatrégenos en Jtero de rata,
descripta por Notides y Gorski en 1966, fue identificada por
Reiss y Kaye en 1981 como una prote{na con caracteristicas
similares a la Creatina Quinasa de cerebro de rata. Kumar vy
col. en 1983 purificaron por primera vez a la Creatina Quinasa
inducida por estrégenos del Utero de rata prepéber, érgano

blanco de la hormona.

En esta Tesis Doctoral se presenta la purificacién de 1la
Creatina Quinasa de cerebro de rata prepﬂber Yy su comparacién
con la Creatina Quinasa inducida por estrégenos en dtero de rata

prepéber. Los estudios realizados de caracterizacion quimica e

: ’ < / /
inmunologica revelan gue estas proteinas no son identicas.

Estoa resultados 1llevan implicito el interrogante de 1a
probable existencia de un gen correspondiente a la Creatina
Quinasa inducida por estrégenos diferente del gen de la Creatina
Quinasa de cerebro de rata o de la presencia de una unica unidad
tranascripcional de 1la qgue provengan ambas proteinas por

diferente procesamiento.

El haber logrado un enriguecimiento del Acido Ribonucleico
mensajero de la Creatina Quinasa inducida por estrégenos en

/
utero, como el disponer de anticuerpos especfficos contra esta



prote{na, abre las puertas para 1la obtencidn de una bibliocteca
de Acido Deoxiribonucleico copia y el rastreo inmunolégico de s3u

producto de expreaién.

Ubicar a nivel genémico el gen de la Creatina Quinasa
inducida por estrégenos permitiré realizar estudios en 1la regi&h
S’. El hecho de gque la Creatina Quinasa sea una prote{na
inducida tempranamente por accion de los estrdéenos hacen
altamente probable que los estudios realizados en la zona 5’ del
gen conduzcan a la obtencion de 1a region de unidn del complejo
estrogeno-receptor al Acido Deoxiribonucleico. Por ello es
importante considerar gque la Creatina @Quinasa inducida por
estrégenos Yy 1la Creatina Quinasa de cerebro no: son la misnma

14

prote{na y dilucidar cual es el o© los genes inducidos

’ %
tempranamente por estrogenos en utero de rata.



INTRODUCCION

a- Prl: Potencial Marcador de la Acc:én

Temprana de los Estrogenos

Descrapta originalmente por Notides y Gorski (Ref. 1) en
1966 y llamada simplemente FPrl, por proteina inducida, continua

. . .’ - ‘.
siendo un enigma con respecto a su funcion fisiologica.

La potencialidad de la Prl para dilucidar 1los mecanismos
tempranos de 1la accién del complejo esterocide-receptor ha
servido de estimulo en el constante esfuerzo de purificar vy

. s
caracterizar esta proteina.

La Prl puede ser detectada in vivo (Ref. 2) o in wvitro
(Ref. 3) en utero de rata a los 40min de lea administracién de
estrégeno. Su induccion sensible a actinomicina D (Ref. 4>,
depende de la sintesis de nuevo ARN-m que es detectable a los
15Smin post administracion de la hormona. Easta ubicacion
temporal caracterizas a la PrlI como una de las primeras proteinas
inducidas por estrégeno. Su sintesis no parece depender en
previa s{nteaisa de prote{na lo gque asugiere que la PrlI refleja un

4
primer cambio a nivel de la expresion de genes inducida por

4
estrogeno.



’
a.l- Ubicacion e Importancia de la Pr]l] en la Secuencia

Cronolégica de Eventos Inducidoas en Utero de kata

, /
por Accion de los Estrogenos

- ) ) 4
Los estudios realizados por Mueller y col. en 1la decada
. 4 /
del SO sobre el mecaniamo de accion de los estrogenos,
. . . /
demoatraron que la administracion de una unica dosis de

estradiol a ratas ovarioctomizadas causaba, en ﬁtero, una r;ﬁida
aceleracign de 1las reacciones de sintesis que llevan a 1la
acunulacién de fosfolip;doa, acidos ribonucleicos Yy prote{nas
(Ref. S5-9). La aceleracidn temprana de las reacciones de
sintesis causada por estrégeno fue correlacionada con el
simultaneo asumento de la actividad de ciertas enzimas de dichos
camrinos anabélicos (Ref. 10,11>. Estos resultados sugirieron
la posibilidad de gue las alteraciones metabélicas globales
podrian resultar de un aumento en el nivel enzimético causado
por estrégeno Yy llevé a infructuosos intentos de activar

’
hipoteticas proenzimas (Kef. 12>.

Mueller vy col. demostraron mediante la administracié% in
vivo de puromicina a ratas ovarioctomizadas que 1la sintesis de
protefnas en ﬂtero era inhibida casi por completo y que no se
producia inhibicién de la sintesis de fosfolfpidos ni de 1la
sintes{s de acidos ribonucleicos. Bajo las mismas condiciones
la administracién in vivo de puromicina a ratas ovarioctomizadas
e inducidas con estrégeno inhibié la temprana aceleracion de la

si{ntesis de fosfolfpidos y acidos ribonucleicos e impidio 1la



caracter{stica toma de H20 con el correspondiente aumento

del peso del utero resultado de la accidn de estrdgeno ain vavo.
Mueller Yy col. postularon gue para dilucidar el mecanismo de
accidn de estrogénos ae necesitaba tanto identificar la
interaccidn molecular de la hormona con el receptor como
elucidar el sistema que amplifica los efectos de dicha
interaccion Y Bsugirieron que el proceso de sintesis de proteinas
era el sistema amplificador y que la respuesta a los estré@enos
era expresada a traves de 1la produccién de enzimas limitantes de

loes procesos anabdlicos afectados (Ref. 12).

Durante 1la decada del SO s8se realizaron importantes
investigaciones dirigidas al estudio de 1la sintesis proteica.
Habiéndose demostrado gque 1la sintesis de proteinas especfficas
depend{a de ls sintesis previa de nuevas especies de ARN (Ref.
13,145, gque la actinomicina D bloqueaba la sintesis de ARN Yy
habiéndose postulado la hipétesis del ARN menaajero (Ref. 1%,
Ui y Mueller demostraron que bajo condiciones en que la sintesis
de ARN era bloqueada por actinomicina D, la temprana aceleracion
de la sintesis de fosfol{pidos y prote{nas as{ como 1la mayor
parte de 1la toma de H20 resultados de la accion de los
estrégenoa en Jtero, no ocurria Y sugirieron gue la aceleracidn
de dichos procesos depend{a de la informacion contenida en el

nuevo ARN sintetizado (Ref. 13).

. d
Los estudios realizados sobre 1la incorporacion de

{}2P)-ortofos£ato a ARN en el utero de rata fueron llevados



a cabo por Gorski y Nicolette qgquienes observaron gque la
lncorporacién aumentaba marcadamente dentro de las 2hs despuéﬁ
de la administracion in vivo de 17B-Estradiol y que la velocidad
de incorporaczén diferia considerablemente en las fracciones
nuclear; mitocondrial, ribosomal y soluble (Ref. 21). La
existencia de una enzima, ARN polimerasa, de nucleo de tejido de
mamifero que saintetizaba ARN con el uso del ADN como templado vy
de los cuatro ribonucledtidos como suatrato (Ref. 22) podia
explicar el efecto de los estrégenos en la aintesis de ARN en
Jtero, Gorski caracterizé la ARN polimerasa en la fraccion
nuclear de Utero de ratas prepuberes por =su dependencia en 1la
presencia de los cuatro nucleétidos Y por sau inhibicion por
actinomicina D y por pirofosfato. Las preparaciones nucleares
de Jtero de ratas tratadas con estrégeno in vivo por una y dos
horas mostraron un aumento en la actividad de la polimerasa con
respecto a los controles no tratados con estré@eno, dicho
aumento de actividad debido a la accion de los estrogenos se
perd{a cuando era aumentada la fuerza iénica del medio de

incubacidn por el agregado de S04(NHg)>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 anhos nas tarde, luego de 1la
descripcidh de la ARN-polimerasas 1 y II <(Ref. 32,33) y el uso
de X -amanitina <(Ref. 34) por Glasser y col. <(Ref. 35) de
cuyos resultados voy a referirme més adelante, luego de

/
presentar la descripcion de la ‘protefna inducida’ (Pri).



Los eatudios realizados con inhibidores de la sinteasis de
protefnas permitieron comprender que la temprana reapuesta
metobéllca a los estrégenoa depend{a de dicha sintesis.
Notebodﬁ y Gorski informaron que el aumento de la sintesis
global de proteinas debida a la estimulacidén con estrégenos
ocurria pasadas las dos horas de la administracion de la hormona
Y Que la administracicn de puromicina durante las dos horas
despues de la adninistracion de estrdogeno bloqueaba la sintesis
de ARN y el aumento de la actividad de la ARN polimerasa. Si se
asunia gue la puromicina solanente inhibia 1la sintesis de
proteina, entonces los eatrggenos inducian la sintesis de
algunas protefnas gue en su momento podrian afectar la fraccion
nuclear y producir un aumento en la actividad de 1la ARN
polimerasa (Ref. 36). Para reafirmar gque estos efectos se
debian a una inhibicion de la sintesis de proteina, Gorski vy
col. demostraron que no habia un efecto significativo en la
sintesis global de proteina durante dos horas de bloqueo de 1la
accidn de estrogencs con cicloheximida y que el aumento de las

s{ntesis de ARN y lipidos eran tambien bloqueados (Ref. 37>.

Hasta ese momento la sintesis de prote{na y de ARN habian
sido implicadas en el mecanismo de accion de un ndmero de
hormonas, incluyendo los estrégenos, pero cual era de esos dos
pasos la respuesta primaria a los estrégenos aun no estaba en
claro. Los estudios realizados con inhibidores de la sintesis

/ . . . . . N .
de proteinas, puromicina Yy cicloheximida, indicaron gue la



expteaién de la reapuesta eatrogéhico de lasa céiulua uterinas
era dependiente de la si{ntesis de ptoteinua (Ref. 12,36,37).

Dado que 1la aintesis global de proteinas no ae producia hasta 2
a 4 hs despues de la administracidn de la hormona (Ref. 36,
nientrés que un némero de otras actividades metabolicas sufrian
un aumento mas temprano gue era inhibido por inhibidores de la
sintesis de proteinas (Ref. 37>, Goraki y col. postularon que
la accién temprana de loa eatr&genoa inducirf{a la sai{ntesis de
unas pocak proteinaa uterinas especificas que no eran detectadas

por su baja contribucidn al nivel de prote{na.

La evidencia directa de la existencia de dichas protefnas
fue obtenido por Notides y Gorski (Ref. 1> y confirmada por
Barnea <y Gorsaski (Ref. 2) qgue utilizaron la técnice de doble
marcacié% isotépica de las prote{nas de Jtero para demostrar la
incorporaciéh de aminoééidos marcados en un banda de proteina
gque llamaron “protefna inducida" (PrlI), cuando proteinas
solubles de étero de ratas eran analizadas por electroforesis en
gel de almidon. La administracién de una sola dosis de
17@-Eatradiol a ratas prep&beres (e} a ratas adultas
ovarioctomizadas induc{a la sintesis de novo de prote{na soluble
uterina especfficu. Este efecto de la hormona era detectable in

/
vivo a los 45-60min de la administracion de estrégeno.

DeAngelo y Gorski comunicaron en Abril de 1970 que la banda
/
de prote{na (PrIj 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 praimera
infornacié; sobre una respuesta estrogenica no inhibida por
inhibidores de la sintesis proteica. Esto indicaba que el paso
sensible a actinomicinea D que precide a la seinteais de la Prl

- 7 7
era el evento primario en la accion de los estrogenos (Ref. 4).

Otras proteinas fueron investigadas en 1la bquueda de
marcadores que permitieran dilucidar los mecanismos tempranos de
la accidn de los estrégenos. Kaye y col. informaron sobre el
aumento de la actividad espec{fica de la Ornitina Decarboxilasa
en Jtero de rata prepuber inyectadas con 17B-Estradiol con un
méximo a las 4hs de administrada la hormona, aumento Qque era
bloqueado por puromicina y cicloheximida y sobre el aumento de
la actividad especifica de la S-Adencsilmetionina Decarboxilasa
Putrescina dependiente gque llegaba a un méximo a las 4hs del
tratamiento con estradiol y luego se mantenia constante hasta 1la
vltima deterninacién de su actividad a las 10hs del tratamiento
con la hormona. Kaye y col. expresaron en dicho trabajo que,
ai bien de los datos obtenidos sobre la inhibicié% de enzimas
por inhibidores de las sintesis de prote{na y de ARN se inferia
que el estradiol estimulaba 1la sintesis de nueva proteina enzima
Y gque la nueva sintesis de ARN-nm podr{a ser necesaria para que
ocurriese dicha estimulacié%, esas inferencias estarian sujetas
a las limitaciones de la especificidad de 1la acciéﬁ de 1la
cicloheximida <(Ref. 38> y en particular de la actinomicina D
(Ref. 39 en los animales vivientes y sugirieron gque la

/
disponibilidad de un sistema de cultivo de tejido o de celulas



ser{a de gran ayuda para dilucidar si nueva protefna enzima era

sintetizada luego del tratamiento con eastradiol (Ref. 40),.

Otra enzima investigada fue 1la ARN polimerasa,
caractérizada como mencioné anteriormente, por Gorski en 1la
fraccién nuclear de Jtero de rata prepuber (Ref. 23). Otros
investigadores caracterizaron las diferentes especies de ARN
aintetizado, el ARN-r mostraba un aumento temprano en su
sintesis, 30min despues de la administracién de estrééeno:
luego, a los 60min aumentaba el ARN-t y a los 120min el ARN tipo
ADN (Ref. 25,29), sin embargo resultados obtenidos por Knowler
Yy Smellie (Ref. 44) sugerfan que ARN de alto peso molecular,
que no era del tipo ribosomal, era sintetizado dentro de los
30min despues de inyectada la hormona y eantes de que la sintesis
de ARN-r fuese estimulada. Glasser y «col., luego de 1la
descripcion de las ARN-polimerasas 1 y Il hecha por Roeder vy
Rutter (Ref. 32,33), informaron el aumento en nicleos uterinos
aislados, a 1los 10-15Smin de inyectada la hormona a ratas
ovarioctomizadas, de la actividad de la ARN-polimerasa 11 que
estaba ubicada en nucleoplasma y sintetizaba ARN tipo ADN, dicha
actividad alcanzaba un pico a los 30min y luego declinaba a 1los
valores del control, entre 1-2hs, y luego mostraba un segundo
aumento desde 1las 2 a las 12hs. La siguiente respuesta al
estradiocl 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 s{ntesis temprana de ARN era completamente eliminado por

o{-amnanitina, un inhibidor de la ARN-polimerasa II. E1 aumento



temprano, a los 15min, de la actividad de la ARN-polimerasa 11
(sintesia de ARN tipo ADN) observado 15Smin despues de 1la
inyeccion con 17@-E5trodiol, podrfa explicar el temprano
incremento, a los 15-30min, en la sintesis de ARN nuclear in
vivo én Jtero de ratas prepéberes (Ref. 27,28,39,40), la
temprana sintesis de ARN informada por DeAngelo y Gorsaski (Ref.
4) y Wira y Baulieu (Ref. 41) y la temprana 5{ntesis de ARN de
alto peso molecular informada por Konwler y Smellie (Ref. 44) .
Esta actividad nucleoplasmgtlca inducida podr{a tambien ser
responsable por 1la sintesis de protefnas inducidas ( entre ellas
la PrI) en ratas prepéberes © adultas ovarioctomizadas observada
a 1los 30-45min despues de 1la inyeccxé% de 17§-Estradiol
(1,4,45,46). El aumento mas tardio de la actividad de 1la
ARN-polimerasa 1 (sintesis de ARN-r) ers consistente con los

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

Baulieu y col. postularon gque 1la sintesis de una prote{na
activadora gque en su momento estimular{a a la ARN polimerasa
resistente a K -amanitina pod{a ser un paao decisivo vy
probablemente limitante de 1la accién de la hormona y llamo a
dicha protefna ’proteina intermediaria 1llave’ (KIP>. KIP
deber{a ser detectada antes o al mismo tiempo en gue se producfc
el aumento de ARN polimerasa y consecuentemente, antes del
aumento generalizado de 1la sintesis de prote{na Yy deberia
depender de la si{intesis de ARN-m sensible a X -amanitina. Hasta
ese momento se conocia gque después de 1la inyecciéﬁ de estradiol

/ . .
a ratas prepuberes o ratas adultas ovarioctomizadas una



‘prote{na inducida’ (Prl) era observada a loas 30min (Ref. 1) Y
era suprinida por actinomicina D (Ref. 4,45,46), Wira y col.

informaron que la PrlI era detectada en citoplaasma y en niucleo Y
que pod{a ser obtenida in vitro exponiendo los dteros de ratas
prepébéres a estradiol 1nM por 60Omin y que su sintesis era
suprimida por actinomicina D 8i esta era agregada a tiempo cero
y solo se producfa un blogueoc parcial si era agregada a los
15Snin despuég del Estradiol. La sintesis de 1la Prl era
bloqueada por & -amanitina. Se detectaba in vivo e in vitro la
aparicién de especies 15S de ARN (algunas veces acompanada por
ARN 8S) usando una técnica de doble marcaciéh Yy electroforesis
en geles de poliacrilamida. Todas estas propiedades de 1la Prl y
del temprano ARN-m observado eran compatibles con las
caracteristicas de la KIP y del ARN-n de la KIP, aunque no habia
todavia evidencias de gque ambas, la PrI y 1la KIP, fueran
idénticas (Ref. 43). Esta hipgtesis fue luego descartada vya

’
que la Prl no se encontraba en el nucleo (Ref. 126>.

Katzenellenbogen vy Gorski indujeron 1la ei{ntesis de 1la Prl

en Gtero de rata prepuber in vitro con concentraciones
/

fisiolégicaa de estradiol agregado en el medio de incubacion del

tejido. Se producfa la mexima induccién de la Prl y 1la m;xima

’ {B J . .
union del HJ-Estradiol al receptor nuclear utilizando
estradiol 2 a 3 x 10-8M. La respuesta obtenida in vitro con
2 % 10781 fue alrededor del 85% de la obtenida in vivo. Las
’ /

/ . . . . .
proteinas sintetizadas despues de la induccion con estrogeno, in

4 .
vivo ©o in vitro, coincidian cuando se las analizaba por
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coelectroforesis en geles de poliacrilamida. El aumento de la
capacidad de aintesis de la Prl era sensible a la actinomicina D

tanto in vivo como in vitro. La induccién de la PrlI mostré

estricta especificaidad hormonal, solamente compuestos
7 ;
estrogenicos con distinta eficacia de induccion: 17P—Estradiol

> Dietilstilbestrol > Estriol > 17{-Estradiol pero no
Progesterona, Testosterona ni Insulina indujeron la Prl en utero
de rata, Quedaba claramente establecida la capacidad de 1los
estrégenos para estimular el Jtero sin el requerimiento de 1los

sistemas vascular o nervioso intactoa (Ref. 3.

Los datos obtenidos por Katzenellenbogen y Gorski mostraban
una correlacién entre la cantidad de 17@—Estradiol unida al
receptor nuclear y la velcocidad de sintesis de la PrlI, aindicando
gque estos porg;etros podr{an estar relacionados (Ref. 33.
Somjen y col. estudiaron la respuesta uterina de rata a una
unica 1nyeccién de 17§—Estradiol durante el desarrollo
postnatal, con respecto a: 1- la unié% de la hormona al ndéleo,

/ /
2- la induccion de sintesis de proteina citoplasmatica

/
especifica (PrI>, 3- 1la velocidad de incorporacion de
[3 1 /. / % 7

"Hl-aminoacidos a proteina total y a proteina acida nuclear
scluble e insoluble y 4- la velocidad de incorporaciéﬁ de
[?HJ—Timidina a ADN. La union especffica de 17@—E3tradiol

e
al ndcleo determinada por la tecnica de intercambio (Ref. 47)
pod{a ser demostrada inclusive al primer dia de vida Yy 1la

7/
administracion de la hormona in vivo causaba un aumento del

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

11



Somjen y col. describieron un método rapido para la deteccidn
de la Prl, basado en electroforeais en acetato de celulosa. La
1nduccién de la Prl pudo ser demostrada a la edad de 10, 15 y 20
d{as, y no fue detectada en ratas de S dias de vida. La
incorpéracién de aminoacidos marcados a protefna total asi coro
a proteina nuclear ;c1do-soluble y = proteina nuclear
;cido—inaoluble pod{an ser estimuladas por estradiol en el uytero
de rata de 15 a 30 dias pero no de S a 10 dias de vida. En
dtero de ratas de 20 dias la mayor velocidad de sintesis de ADN
ocurria a las 24hs después de le adninistraciéﬁ de la hormona.

lLa capacidad de unidn del nicleo al estradiol y la sintesis de
la Prl eran demostrables en el uUtero 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 augirié que la
unién al nicleo y le s{ntesia de la PrI podrfan ser condiciones

. : e R ‘.
necesarias pero no suficientes para la accion trofica del

estradiol <(Ref. 48) .

Los datoas obtenidos por Katzenellenbogen vy Gorski
demostraron gue 1la aintesis de la PrlI en Jtero de rata prepﬁber,
in vitro, era maxima cuando la uniéﬁ del estradiol al nicleo era
tambien maxima (Ref. 3. Similares observaciones fueron
raRlizacas  por lacobelli eatudiando l1a respuesta del dtero de
ratas ovarioctomizadas tratadas con estrégeno. Las
fluctuaciones ciclicas de sintesis de la Prl y de la cantidad de
estradiol unido al nécleo de las cé€lulas uterinas a lo largo del

, . N ./
ciclo menstrual, se correlacionaba con la velocidad de secrecion

12



de ostrégeno. La pequena cantidad de la PrlI y de estrégeno
unido al nJcleo durante metaestro y estro se correlacionaba con
la minima velocidad de secrecidn de eatrégeno. Durante el
diestro, la velocidad de secrecidn de estrégeno aumentaba junto
con un sumento de sintesis de la PrlI Yy un aumento de unidén de
estrégeno al nﬁcleo con valores mayores gue Jlos presentados
durante metestro y estro. La maxima aintesis de la PrI y 1la
maxinma cantidad de unién de la hormona al nicleo ocurria durante
el proesatro Yy coincidia con el pico de secrecidn de estrégeno.

Esto augerfu gque las fluctuaciones de sintesis de la Prl y de la
unigh de estrégeno al n‘cleo estaban bajo el control de los
eatrégenos del ovario. El peso uterino, el contenido proteico vy
la relacién de protefna a ADN eran significativamente mayores en
proestro gue en metaestro o en estro, sugiriendo que las
fluctuacioneas en la sintesis de ptotefna ocurria durante el
estro. Las maxinmas respuestas estrogéﬁicas eran acompaﬁadas por
picos de sintesis de la Prl y de unidn de estradiol al nJcleo en
las céﬁules uterinas en proestro. Si la relaci&h entre el
aumento de peso del Jtero. el aumento de 1la velocidad de
sintesis de la Prl y la mé;ina concentracién de sitios de unidn
del estradiol durante el proestro era casual, guedaba por ser

investigado (Ref. 39) .

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

resultados semejantes, analizg l1a sintesis y la capacidad de
7/ /’

induccion de 1la Prl en utero de rata adulta durante el ciclo

/ . [4 7 .
menstrual. La sintesis de la Prl resulto ser maxima en proestro

13



sintetizada a niveles detectables en estro y metaestro y au
sintesis fue minima en diestro. Al suministrar eatrégenos
exégenoq la sintesis de la Prl en proestro registro caierto
incremento, una leve induccion de su sintesis se detecto en
estro y una maxima (tan grande como al inducir con estrégenos el
Gtero de 1rata ovarioctonrizada) en metaestro y diestro. La
sintesia ciclica de la PrlI durante el ciclo menstrual en la rata
adulta y su perfil temporal de sintesis durante las fases raicas
en estrééenoa llevaron a sugerair que la PrI estaria regulada por
la hornona vy tendria un papel probablemente importante en el
funcionamiento del Jtero maduro guedando por dilucidar su
funcion tanto durante el ciclo menstrual como durante la
’

4 7
diferenciacion del uterc inmaduro © la rediferenciacion del

étero adulto atrdfico luego de 1a ovarioctomia (Ref. SO,

El JUtero como un organc complejo formado por diferentes
tejidos, fue estudiado sobre distintas fracciones celulares.
Investigaciones en utero de ratdn demostraron un aumento global
de s=sintesis de proteinas, despues de 1la estinulacién con
estrégenos, en la fraccién celular del estroma y del epitelio vy
dicho efecto era mas marcado en epitelio <(Ref. S51,52).
Katzenellenbogen y col. estudiaron 1l1a localizacién de la PrI en
los tejidos de ﬁtero de rata en bgsqueda de indicios que
llevaran a descubrir su funcién. Los estudios en utero de rata
prepéber y de reta adulta estimuladas con estrégeno indicaron

que la Prl era sintetizada en endometrio y miometrio. Estudios

14



’ ’
autoradiograficos mostraron gue los estrogenos se unian en ambos

tejidos en Gtero de rata adulta (Ref. 53) y en Utero de rata
prepdbar (Ref. 54,55). Sin embargo la respuesta a los
estrégenos en ambos tej)idos purecia ser diferente. El estradiol
estinulsaba la sintesis de ADN y la mitosis en ambos tejidos en
Gtero de rata prepéber (Ref. 56), en cambio en Jtero de rata
adulta casi exclusivamente el endometrio sufria dlvisién ante el
eat{mulo de 1la hormona (Ref. 57,58). Los estudios en 1la
aintesis de 1la Prl indicabsn que en ternminos de la respuesta
temprana la accidén de los estrégenoa era la misma en el
endometrio Yy el mionetrio uterino lo gque implicaba que 1la
divergencia en 1la accxén de los estrégenoa podr{a ocurrir en

’
algun momento luego de la sintesis de la Prl (Ref. 59).

Para el aho 1975 la ubicacion de la Prl en la secuencia
cronolégica de eventos inducidos por 1la accién de los estrégenos
en étero de rata prepﬁber o de rata ovarioctomizada estaba
delineada Yy 1la importancia de la Prl para el estudio de 1los
mecanismos de la occién temprana de 1los eatrégenoa era evidente

(Ref. 60, Fig. 1.
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a.2- La anteg}s de la Prl

en los Tejidos Uterainos

La respuesta del utero entero a los estrégenos representaba
la reépuesta neta de la reaccién individual de 1los distantos
tipos de células que fornan el dtero. Intentos para identificar
las respuestas individuales de los diferenteas tipos celulares
que contituyen el epitelio, el estroma y el miometrio, variasrtOon
desde metodos in situ =a métodos basados en 1la separacién

’
individual de los distintosa tipos de celulas.

Los métodos in situ han sido histoquimicos (Ref. 61-65), Yy
autoradiogr&ficos (Redf. 53-55,66-68)> y los néiodos de
separacién fisica emplearon medios enziméticos bY mec&%icos. Los
nétodoa mecanicoa incluyeron la disgregacién (Ref. 63>, el
raspado <(Ref. 70-72), corte (Ref. 52,73, diseccié% (Ref.
74-78) y nuso de instrumentos de cirug{u (Ref. 79,80) para
lograr 1la disrupcién del tejido. Los métodoa enziméticos se
basaron en el uso de trip=ina (Ref. 81,82), colagenasa <(Ref.
83-86>, pronasa (Ref. 87) y hialuronidasa (Ref. 88-90), en
forma individual y en una variedad de combinaciones. lLos
métodoa in situ han aportado informacién sobre el orden en el
que los distintos tipos de células responden a la estimulaciéﬁ
estrogénica, especialmente con respecto a la divisié% celular,
estando limitados en cuanto a la oportunidad de la investigacié£
biogquimica o del control de los eventos que ocurren in vivo.

/. ./ /. ./ . A .
Las tecnicas de separacion fisica tambien tienen limitaciones,
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principalmente relacionadas con la completa separeciéh Yy las
condiciones de separacién de las celulas (Ref. 59). Excepto
por los métodos de Smith y col. (Ref. 52>, la mayorfa de las
técnicas de separacién f{sica no separan el epitelio del estroma
sino qbe los remueven juntos como endometrio. En algunos
estudios la habilidad de las celulas separadas para 1incorporar
precursores radiocactivos a prote{nas (Ref. S$2,73,87), para
producir 14C02 a partir de (U-14C]-Glucosa (Ref.

83,87 y para excluir e) colorante nigrosina (Ref. 83,84,87)
eran tomadas como evidencias de la condicion de viabilidad de
las celulaa por lo menos para un tiempo corto de incubac;én (S =&

i10hs). Tambien las concentraciones de Na*, K*, Cl-

y H20 podfan ser monitoreadas (Ref. 83). Dos trabajos
concernientes a la decidualizacién en la rata (Ref. 81,82)
aportaron evidencaias sobre 1la eastabilidad de 1las celules

uterinas despues de la tripsinizacion.

Se han realizado estudios sobre la sintesis de protefnos
inducidas por estrégeno en célulaa uterinas de rata separadas y
mantenidas en cultaivo primario (Ref. 91,92), sin embargo ersa
dificultoso mantener una poblacién pura de cada uno de los
diferentes tipos celulares uterinos en cultivo y nas aﬁ% de
mantener el nivel del receptor de eatrégeno en las celulas en
cultivo, necesario para obtener la respuesta estrogéﬁica (Ref.
93-96). Ademés ase obtuvieron evidencias en cotros sistemas de

respuestas a hormonas de la existencia de otroa factores

derivados del estroma que influencian la respuesta a la hormona

18



en el epitelio adyacente (kRef. 97).

Mairesse Yy Galand informarcn gue la s{ntesis de la Prl
ocurrfo en los tres tejidos uterinos de rata, epitelio, estrona
Yy miometrio, separados siguiendo una mod;ficacié% del
procedimiento de Smith y col. (Ref. 52), en respuesta a la

’

/
administracion de estrogeno a ratas ovarioctomizadas (Ref. 98,

anpliando Yy confirmando los datos obtenidos anteriormente por

ellos miemos (Ref. 99) y por Katzenellenbogen y col. (Ref.
S9.
Kuivanen Yy DeSombre estudiaron el efecto de la
/
administracion secuencial de 17?-Estradiol in vivo en la

incorporacion in vitro de {355)—L-Hetionina a proteinas

espec{ficas en el Jtero de rata prepéber e informaron sobre
prote{nas estimuladas en las distintas fracciones separadas,
epitelioc 1luminal y estroma-miometrio, pero en relaciéﬁ a 1la

respuesta tardia a 1la accién de los estrégenoa (Ref. 100) .

La Pril segufa siendo la prote{na con mayor potencial para

. ! / /
el estudio de la accion temprana de los estrogenos en utero.



/
a.3- Otras Proteinss como Potenciales Marcadores

’ /7
de la Accion Temprana de los Estrogqencs

Varias protefnas fueron estudiadas para ser usadas como
marcadéres de la accién estrogénica: el receptor de Estréﬁeno
(Ref. 101>, el receptor de Progesterona (Ref. 102>, la
Hidrolasa (Kef. 103-105), la Glucosa-6-Fosfatasa Dehidrogenasa
(Ref. 106), la Ornitina Decarboxilasa (Ref. 40), la Peroxidasa
(Ref. 107,108) y en los éltimos anos el activador tisular del
Plasminééeho (Ref . 109-110). Los estudios realizados sobre
estas prote{naa se han basado en ensayos bioqu{micos de sus
actividades enzim;ticas en lugar de en 1la determinacié% de
sintesis de prote{na de novo. La actividad enziméiica podfa
correlacionarse con la sintesis de novo de ciertas enzinmas pero
el aumento de la actividad de ciertas enzimas en el Jiero no era
el resultado de la sintesis de novo de proteinas. Por ejemplo
el aumento de la actividad de Peroxidasa en Jtero despuég de 1la
adninistrac;én de estrégeno era debida primordislmente a la
eosinofilia uterina con el consecuente aumento de la actividad
de FPeroxidasa (Ref. 111,212>. En este caso el aumento de 1la
actividad enzim;tlca era un efecto de la respuesta estroéé%ica

independiente de la activaciéﬁ genémica (Ref. 113-115>.

¢ / .
Para estudiar el efecto de los estrogenos en la sintesis de
/ / 7 .
novo de proteinas especificas, un numero de ainvestigadores
. ’ /
analizaron la sintesis de proteinas en homogenato de utero

V4
utilizando doble marcacion isotopica (Ref. 45,48,116-119) y
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/7
electroforesis en una dimension (Ref. 45,48,100,116-120), dos
dimensiones (ref. 9S1-121) o tres dimensionea (Ref. 122). San
embargo muchos de ellos no detectaron cambios significativos en

¢ /.
la sintesis de novo de proteainas especificas que no fueran le

Prl.

La Prl era la protefna indicada paras el estudio de 1los

A / / 7/
mecenismos tempranos de accion de los estrogenos en utero.



/ /
a.4- Purificacion y Caracterizacion de la Prl

y del ARN-m de la Pr1l

L; Pr1 constituye una pequena proporciék de las protefnas
totales de étero Y pera su identificacién se utilizaba el método
de doble marcacién 1sotépica, aplicado por primera vez a las
prote{naa solubles de étero de ratas prepdberes, por Barnea vy
Gorski. Se agregaba {3H1-L-Leucina o {14C1-L—Leucina en
el medio de cultivo donde =e incubaban los dteros. Los dteros
de las ratas controles se incubaban con uno de los isétopoa y
los Jteros de las ratas inducaidas con estro%eno se incubaban con
el ctro. Al final del per{odo de incubacién se mezclaban,
homogeneizaban Yy centrifugsban y el sobrenadante era analizado
por electroforesis en gel de almidén. El analisis del perfil
electroiorét;co vsando la relac;én ce protefnas de los Jieros de
ratas inducidas por estrégeno a 1ncorporac16% de 1la marcacidh a
las proteinas de los dteros de ratas controles se mantenia
constante a lo largo de todo el perfil electroforetico salvo en
una posicién determinada del gel donde se producfa un aumento de
la relacidn debido a la incorporacién de la marca a protefna

inducida por estrégeno. Dicha banda proteica se llamo PrlI <(Ref.

1,2>.

En 1ia bésqueda de 1la funciéﬁ £isiolégica de 1la PriI,
Katzenellenbogen vy col. observaron que la PrlI y la Ovalbumina

/
presentaban semejanzas en cuanto a la velocidad de migracion en
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electroforesis en geles, en @l comportamiento en los
procedimientos de aeparaciéﬁ de proteinaa Yy en su 1nducczéh de
sintesis por estrégeno. Si la Prl y la Ovalbumina estuviesen
relacionadas podria ser inferida una func16% fzsioléﬁice de 1la
Prl y‘ tener implicancias evolutivas. Sobre estas bases,
propiedades fisicas e inmunolééicas de una protefna inducida por
estrégenos en oviducto de pollo (Ovalbumina) Yy una protefna
/ !
inducida por estrogenos en utero de rata (PrI> fueron
comparadas. La movilidad electrofé;etica en PAGE-SDS vy el
conportamiento en la eluc1éﬁ cromatogr&fica en Sephadex G-100
indicaron que la Prl tenia un peso molecular aproximado de
42000, similar al de Ovalbumina y que presentaba una sola unidad
polipeptidica. E1l punto isoeléﬁtrico de ambas prote{nas fue de
4.6, ademas la Prl mostro un componente con punto isoele&trico
S.1. Pese a las similitudes encontradas, no hubo reactividad

cruzada entre ambas proteinas lo Qque implicaba qgue eran

/
inmunologicamente diferentes (Ref. 123).

Voaker vy col. analizaron preparaciones parcialmente
purificadas de 1la PrlI, en relaciéh a diferentes actividades
enziméticas. Dichas preparaciones no presentaban actividad de
Adenilato o Guanilato Ciclasa, ni de Proteina Quinasa sino que
presentaban actividad de Fosfoprote{na Fosfatasa (Ref. 85). En
realidad 1la PrI no presentaba tal actividad, Kaye y col.
pudieron separar dicho contaminante mediante fraccionamiento del
citosol de utero con SO4{(NH4g)2. Ademas la actividad

especifica de Fosfoprotefna Fosfatasa presente en el citosol de
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!’ 4
utero permanecia inalterable 1, 4, 12 o 24has despues de 1la

/ /s /7
adninistracion de estrogeno. La falta de fosforilacion de 1la
Prl en si1i miema (Ref. 124) hacia incompatible que la misma

/
mediara la accion estrogenica en vartud de una actividad de

Fosfopfotefna Fosfatasa <(Ref. 125).

/ / /
En la busqueda de una rapida identificacion de 1la Pril,

/
Somjen y col. emplearon el metodo de doble marcacion isotépica,

rezcla vy homogenizacié; de los dteros Yy centrifugacid; a
semejanza del empleado por Barnea y Gorski (Ref. 2) pero
analizaron el s=sobrenadante por electroforesis en celogel
ubicando a la PrI en una banda de movilidad electroforética 1.1
veces mayor que la de Albdmina Sér;ca Bovina (Ref. 48). King y
col. eluyendo del celogel la banda de la Prl y sometiendo dicha
elucién a PAGE-SDS y a i1soelectroenfocado determinaron gue 1la
PrI tenia un peso molecular de 39000 y un punto isoelé&trico de

/
4.5 y sugirieron que estaba compuesta por una unica subunidad

(Ref. 1z6>.

Iacobelli y col. purificaron la Prl utilizando la doble

/ /
marcacion isotopica, cromatograffa en DEAE-Celulosa y
electroforesis en acetato de celulosa de donde elufan la Dbanda

/
de 1la PrI. Dicha preparacion mostraba en PAGE-SDS una banda

mayor de peso molecular 43000 y dos bandas menores de 88000 vy

26000 (Ref. 127).

/ / ;.
El nuso de la doble marcacion isotopica hacia dificil 1la
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;nterpretaczén cuantitativa de los resultados (Ref. 128) vy
presentaba la desventaja de que la Prl solo pod{a ser medida
deapuéa del tratamiento con estrégeno lo que nac{a amposible
deterninar s8i estaba presente en el tejido sin inducir o en
tejidoé que no respondieran a la hormona. Walker y col.
utilizaron [355}-Hetionina en el medio de incubac;én de 1los
ﬁteros de ratas controles y de los uteros de ratas inducidas con
17?-Eatradiol, los homogeneizaban por separado, sometian los
sobrenadantes de la centrifugaciéﬁ a PAGE-SDS y analizaban por
fluorograffa el perfil electroforetico obtenido. La diferencaa
observada entre los perfiles autorad;ogréficos provenientes del
citosol de Jtero de las ratas control y del citosol de erro de
las ratas 1inducidas por 17§—Estradiol era el aumento de 1la
intensidad de una banda ubicada entre Tubulina y Actina, con un

peso molecular aparente de 46000, que identificaron con la Prl

(Ref. 129).

Walker y col. analizaron homogenatos de diferentes organos
de ratas prepdberes mediante electroforesis en celogel del
sobrenadante de los homogenatos, la banda correspondiente a 1la
movilidad electroforetica de la Prl (1.05 a 1.02 veces mayor que
la de Albdmina Sérica Bovina) era eluida del celogel y sometida
a PAGE-SDS. Una banda de peso molecular 46000 (peso molecular
de 1la Pris, fue detectada por tinciéﬁ del gel con Coonasie
Brillant Blue en 1los casos del uné&isis de los homogenatos
provenientes de corteza cerebral, hipotélamo Yy pituitaria de

/
ratas prepuberes hembras asi como de corteza cerebral de ratas
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prepﬁserea machos. Los autores llamaron a esta banda ‘prote{nas
semejantes a la Prl’ y compararon dichas prote{nas con la Prl
nediante PAGE-SDS de 1la digestiéh de daichas bandas con
Estafilococo Aureus Proteasa. De esta manera identificaron a la
Prl co;o una prote{na mayoritaria constitutava en Jtero.
pituitaria, hipotalamo y corteza cerebral de rata prepuber vy
sugarieron Qque 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
Prl llevo a Kaye y col. a purificarla mediante la prepurociéh
de citosol de cerebro de ratas al gque le agregaban una pequega
cantidad del citosol de d£ero de ratas inducidas con estrégeno Yy
marcadas in vitro con [3551-Hetionina lo que permitia 1la
visualizaciéh fluorogrgfica de la PrI y utilizaron precipiteciéﬁ
con SO4NHg4, cromatograffa en DEAE-Celulosa y PAGE-SDS
preparativo, obteniendo un producto 85% puro de peso molecular
48000-5S0000 (Ref. 131,132>). Como 1la Prl era una de las mayores
prote{nas solubles de cerebro, Kaye y col. buscaron en 1la
literatura por prote{nas con caracteristicas fisicoqu{micaa
semejantes a la Prl y encontraron que una prote{na de cerebro
llamada antfgeno 14-3-2 (Ref. 133> y gue presentaba actividad
de Enolasa (2-Fosfo-D-Glicerato Hidrolasa, Ref. 134> podfa
estar relacaionada con la Prl. La isocenzima acida (yy) de 1la
Enoclasa estaba presente en Jtero y respond{a a estradiol,

aumentando en vutero y disminuyendo en cerebro despues de 1la

administracion de la hormona. La actividad de Enoclasa elu{a de
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la DEAE-Celulosa junto con la PrI (Ref. 132). Reiss y Kaye en
su busqgueda bibliogra&ica encontraron en los trabajos de Wood
que Creatina Quinasa (CK> y Enolasa YY de cerebro de rata
copurificaban en DEAE-Celulosa, presentaban igual peso molecular
y eran separadas en una columna de agarosa (Ref. 135,136).

Agregar dicho paso de pur;ficacién a su protocolo les pernitié
identificar a la isoenzima BB de CK como el mayor componente de
la Prl, en base a su actividad enzaimatica eapec{fica, su
comportamiento cromatogréflco y su xnmunoprecipitaciéh con
antisuero contra la CK-BB. La identidad de ambas prote;nas fue
confirmada por onélisis de doble marcac15n isotépica,
comparacié% del perfil de las digestiones parciales con
proteasas y el aumento de 1la sintesis de CK en respuesta a 1la
administrociéﬁ de 17@—Estradiol. La relacié% molar de Enolasa

YY a CK-BB en Jtero era de 1:300 (Ref. 137> .

Walker y Kaye obtuvieron el ARN-m de Jtero y de cerebro de
ratas prepéberes Y 1o tradujeron en un lisado de reticulocitos
de conejo. Analizaron los productos de la traduccio; por: 1>
1nmunoprecip1tecién con anticuerpos contra la Prl purificada de
cerebro, 2) electroforesis en dos dimensiones y 3) por digestion
parcial con proteasa de las bandas seleccionadas de 1los geles
monodimensionales o© de 1las manchas seleccionadas del gel
bidimensional. Estos ané&isis mostraron que el ARN-m de la Prl

de utero o de cerebro eran fielmente traducidos en ese s=sistena

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

/
controles vy de ratas prepuberes inducidas con estrogeno por ih

/ s
revelo un aumento de la sintesis de la PrlI. El aumento provenfa

7/
por lo menos parcialmente de un incremento de la concentracion

uterina de ARN-m de la Prl (Ref. 143).

Kaye informé sobre 1la 1naercién en E. coli de ADN doble
cadena preparado de una iraccién enriquecida de ARN-m de cerebro
utilizando té&nicas convencionales de ingenier{a genética. La
hibridizac;éﬁ de las colonias con ARN-ma de diero de ratas

/ ’
controles y estimuladas con estrogeno revelo probables clones de

CK-BB (Ref. 144>,

Gorski y col. adoptaron el siguiente esquema de

/
purificacion de 1la Pri1: part{an de citosol obtenido de 400

/
uteros de ratas adultas mezclado con citosol (marcado in vitro

con 140 de Jtero de 40 ratas prepreres inducidas con

estrd%eno y citosol (marcado in vitro con 3H) de Jtero de 40

ratas prepéberes controles. En PAGE-SDS del citosol, la Prl era
dif{cilmente identificada ya que su peso molecular era similar a
otras de las muchas prote{nas citosdlicas Yy un cambio en 1la
relacié% de la incorporaciéﬁ de los isétopos era enmascarado por
la gran cantidad de radioactividad que comigraba con la Prl. A
medida gue la Prl iba siendo purificada la banda correspondiente
en PAGE-SDS se hacia mas notoria con la tinciéﬁ con Coomasie

Brillant Blue y la relaciéﬁ 14C/3H se hacia mayor con

/ ’ /
respecto a la misme relacion de las otras proteinas citosolicas.
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Utilizaron cronatograifa en DEAE-Celulosa, Hidroxiapstita, tamiz
molecular Yy electroforesis preparativa. La Prl presentaba en
FAGE-SDS una banda principal de peso molecular 42000-45000 y una
banda menor de pesoc molecular 80000 gue por las caracteristicas
de interconvertirse dependiendo de la temperatura aplicada a 1la
mueatra antes de sembrar en el gel, podfa ser un dfmero de 1la
Prl o 1a Prl unida a otra prote{na de similar peso y tamano

(Ref. 138).

En 1983 Kumer y col. informaron por primera vez sobre la
purificaciéﬁ de 1la Prl a homogeneidad del Jlero de rata
preprer, organo blanco de la hormona. Brevemente, SO ratas
prepdberes fueron inyectadas intraperitonealmente con Sug de
17E-Estradiol en 0.3ml de soluciéﬁ salina 1X en Etanol y otras
S0 fueron inyectadas con la soluciéﬁ vehiculo solamente. Luego
de 1 a 1.5hs los animales fueron sacrificadoa y 1los Jieros
removidos y colocados en viales con medio de cultivo adicionados
con {3H]-Leucina en el caso de los Jteros de ratas tratadas
con eatrégeno Y {14C]—Leucina en el caso de los uteros
controles. Luego de 2hs de incubaciék los dos grupoes de dteros
se mezclaron, homogeneizaron, centrifugaron y el sobrenadante
(citosol) fue cromatografiado en DEAE-Sephacel y 1luego en
Hidroxiapatita Ultrogel siguiendo la purificacié% por el aumento
en la relacion H3/14C y por la actividad de CK. Se

/ /
obten{an SOug de la Prl de los 100 uteros de rata prepuber, con

/
una actividad especffica de 2480u/mg de prote{na, habiendose
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logrado una purificacié; de 1127 veces. La PrlI presentaba en
PAGE-SDS un peso molecular de 43000 y en isoelectroenfocado un
punto isocelectrico de S5.2. La Prl purificada a homogeneidad de
Jtero de ratas prepreres se utilizarfa para la obtencié% de
anticuérpos de gran confiabilidad para el aislamiento del ARN-m
de 1la PrI y la subsecuente produccié; de pruebas espec{{icas
(Ref. 139, Fig. 2: Purificaci&% de la PrlI por cromatograf{a
en DEAE-Sephacel y en HAU, Fig. 3: PAGE-SDS de los sucesivos

/
pasocs de purificacion de la Pril.)

Kumar y col. prepararon anticuerpos monoclonales contra la
proteina CK inducida por estrééenos en dtero de rata prepé£er:
CK-EIP. Dos de ellos, el MAbLb-28 y el MAb-78, ambos del tipo
IgM, reaccionaban con la CK-EIP desnaturalizadas pero no con 1la
enzina nativa. El MAb-28 reaccionaba con la CK-BB de otras
especies pero no con otras CK-MM, mientras que el MAD-78
reaccionaba con ambas isocenzimas de CK. La CK-EIP purificada de
Jtero de rata prepéber como describi mas arriba (Ref. 139) y la
CK-BB purificada de cerebro de rata prep&ber como se indica en
Resultados I de esta Tesis Doctoral, presentaron diferencias de
reactividad frente =al MAbLD-28, la reactividad de la CK-BB era
menor que la de la CK-EIP indicando gue o bien 1la CK-BB
expresaba menos copias gue la CK-EIP del determinante reconocido
por el monoclonal o gque la CK-BB pose{a un determinante que
reaccionaba con el anticuerpo con menor afinidad. Como 1loa
anticuerpos preferfan los ant{genoa desnaturalizados era

probable que la diferencia obszervada se debiese a una pequena
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Fig. 2. Purlficacié% de la Prl de étero de rata prepéber
por cromatograffa en (A> DEAE-Sephacel y en (B) Hidroxiapatita
Ultrogel. (A) Citosol dializado, diluido a una concentrac;6§ de
proteina de 0.2mg/ml fue corridoc en una columna de DEAE-Sephacel
(1.5 x 30-cm>» eguilibrada con buffer Tris.Cl O0.01M, EDTA 1.5nM,
pH7.6, con una velocidad de flujo de 30ml/h. La eluc;éﬁ se

/
lievo @a cabo con un gradiente lineal (O a O.1M, volumen total

600ml). (B> Las fracciones Nro. 60 a 70 de la columna de
7
DEAE-Sephacel, gue presentaron un aumento de la zrelacion

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 EDTA 1.5»mM, pH7.0. Se eluyg con un
gradiente 1lineal de O a 0.1M de buffer Fosfato pH&6.8 <(Ref.

138>.
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Fig. 3. An;lisis en PAGE-SDS de las fracciones de 1la
puriiicacién de la Prl de utero de rata prepuber. Canal 1 y S,
marcadores de peso molecular (Fosforilasa b, S4000; Albémina
Serica, 67000; Ovoalbumina, 45000; Anhidrasa Carbdnica, 300003
Inhibidor de la Tripsina de poroto de soja, 2Z0000). Canal 2,
Citosol. Canal 3, mezcla de las fracciones 60-70 elufdas de 1la
columna de DEAE-Sephacel (ver Fig. 2A) . Canal 4, mezcla de lias
fracciones 28-32 de la columna de Hidroxiapatita Ultrogeil {ver
Fig. 2B>. El gel fue tenido con Coomasie Brillant Blue (Ref.

133>.
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/
variacion de la estructura primaria en el determinante aunqgue

variaciones menores como la convetslé; de aspargina y glutamina
a sus respectivos ;cidos pod{a ocurrir durante el procesc de
extraccién Yy purificacién de las enzimas y causar esa diferencia
de reactividad con el anticuerpo. Los anticuerpos monoclonales
deberian ayudar a dilucidar 1la relacié% de estructura y funcié%
de la CK-BB y la CK-EIP, 1la distribucié% anatémica de ambas vy
las variaciones fiaiolégicas, patolééicaa y experimentales en
relaclén a la expresién de genes inducida por hormonas sexuales
(Ref. 140, Fig. 4: Datos sobre las dos lfneqs ni{bridas
estudiadas, Fig. S: Reactividad {(por SIA) de diferentes

concentraciones de CK-EIP con el MAb-28, con el MAb-78 y con un

monoclonal no relacionado.)



Experimento Cultivo Nimero de Clon Designacitn de

de fusitn Placa maestro clanados estudiado 13 linea celular
1 b 371b 2 28 3-71b/25/49/28
2 c 4-50c 2 78 4-50c/8//78

Fig. 4. Datos sobre dos lineas celulares hibridas productoras de Anticuerpos

Monoclonales contra la CK-EIP (Ref. 140).
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Fig. S. An;lzsns por SIA de la ainmunoreactaiviadad de
Anticuerpos Monoclonales contra la CK-EIP. (@) MAbD-28 y (o)
MAb-78 se unen a un amplio rango de concentraciones de la CK-EIP
(ng/circulo, abcisa), mientras gue un MAb no relacionado (@) con
la CK-EIP no presenta unién. L{quido ascitico obtenido para
ambas lineas productoras de MAb-28 y MAbL-78 fueron ensayadas a
una dilucién de 1:100 por SIA. Las lecturas se realizaron a

/
Aqs0 a los 1Smin de la adicion del sustrato de la enzinma.



b- Creataina Quainasa

/ /
Lehmann encontro que la liberacion de la Creatina durante
/
la contraccion muscular requerfe ADP como cofactor y propuso que

la Creatina-P reaccionaba con ADP para producir ATP y Creatina

(Ref. 145).

En 1964 Burger y col. describieron tres i1socenzimas de 1la
Creatina Quinasa <(CK) separadas por electroforesis en gel de
agar. La isocenzima tipo 1 fue encontirada en cerebro, la tipo
III en szculo esquelético Yy la tipo II, de movilidad
electroforética intermedia, en mJﬁculo liso y corazé; (Ref.
146). Ese mismo afio Jacobs y col. informaron sobre una cuartea

iscenzima de 1la Creatina Quinasa, presente en mitocondrias

/ ’ ’
aisladas de cerebro, corazon y musculo esgueletico (Ref. 147).,

7/
Dance y Watts analizaron la composicion aninoac{dica de la
/
Creatina Quinasa de musculo vy observaron gque luego de 1la
digestién triptica de la enzima solo la mitad de 1los peptidos

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

dimero compuesto por subunidades similares (Ref. 148>. Dawson
y col. demostraron que la CK era un d{mero Y Qque las tres
isoenzimas descriptas por Burger y col. (Ref. 146) estaban

compuestas por dos subunidades: la B encontrada en cerebro y la

’ . .
M encontrada en musculo. La isocenzima de la CK de cerebro se

4
compon{a de dos subunidades B (CK-BB) y la isoenzima de musculo
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de doas subunidades M (CK-MM). La otra 1isocenzinma Que
correspondfa al tipo I1I de Burger se conponfa de una subunidad M
Y una subunidad B (CK-MB) (Ref. 149). Las dos subunidades de
la CK eran distinguibles inmunologicamente, por sus mapas de
digestlé; pept{dica y por su composicié% aminoacidica.

Demoatraron tambien que la asociaciéﬁ de las subunidades B y N

ocurrfa in vitro (Ref. 150,151).

La actividad de la CK se encontraba en tejido adiposo (Ref.
152> y en tumores (Ref. 153). En general 1la enzima
nitocondrial se encontraba en mitocondriass aisladas de corazé%,
mﬁgculo esquelético Y cerebro. Ademas cada uno de estos tejidos
se caracterizaba por tener una diferente distribucid% de 1las
ctra isoenzimas, en cerebro se hallaba la CK-BB, en mJSculo
esqueletico la CK-MM y en corazéh principalmente 1la CK-MM vy
cantidades apreciables de la CK-MB y la CK-BB. E1 corazén de

/
pollo era una excepcion ya que contenia la isoenzinma

mitocondrial y la CK-EB.

Grace y Roberts informaron que el peso molecular de las dos
subunidades era aproximadamente 41000 (Ref. 154> pero mdg tarde
con el uso de PAGE-SDS para chequear la pureza de 1las
preparaciones de las iscenzimas Perryman y col. observaron una
banda proteica en el caso de la CK-BB y una en el caso de 1la
CK-MM y dos bandas proteicas en el caso de 1a CK-MB.

Reexaminaron los pesos moleculares de las isoenzimas purificadas

de distintas especies determinando por PAGE-SDS que la subunidad
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M tenia un peso molecular de 41000 en todas 1las especies
testeadas, y gque el peso molecular de la subunidad B diferia con
la especie, aiendo de 44500 en la humana, 46000 en 1la canina,
44000 en el conejo y 49000 en el raton. Las digestiones con
Bronuro de Cinnégeno de la subunidades M de 1las diferentes
especies presentaba un perfil semejante en PAGE-SDS y las mismas
digestiones de las subunidades B de lass diferentes especies
mostraban un perfil propio de cada una. La subunidad
nitocondrial tenia un peso molecular identico a la subunidad M.

La subunidad B parecfa haberse conservado menos durante 1la

7/
evolucion Que la subunidad M <(Ref. 155).

b.1- Las Isoenzimas de la Creatina Quinasa

/
La CK-MB ha sido estudiada en relacion a su importancia
/. . 4 ./
clinica ya gque la variacion de su concentracion normal en plasma
humano es un marcador especfiico del infarto de miocardio
(Ref.156) y consecuentemente la importancia de disernir entre un
aumento de la CK-MB (infarto o enfermedad renal) o un aumento de
/
la CK-BB <(relaciocnado con enfermedades neoplasicas o
/
cerebro-vasculares u otras) en plasma llevo a mejorar los

/ ’
metodos de separacion Yy ensayo de ambas isoenzimas (Ref.

157-153>.

. . /. ’
ita CK-MM, isoenzima especifica de musculo, ocupa un rol
/ _/ P X
importante en relacion a su funcion en celulas diferenciadas.En

el tejido embrionario se encuentra presente la CK-BB y en 1la



forma diferenciada del mdsculo esquéletico se@ encuentra
solanente la CK-MM. Durante cierto momento de 1la transiciéh
ambas subunidades estd% presentes y se unen para formar el
heterodimero. Con el uso de una prueba de ADN obtenida de 1la
subunidad M (pMCK1) se obtuvieron evidencias de que en

nJ;culo esqueléiico embrionario como en mioblastos
proliferativoa en cultivo, no se encontraba presente el ARN-m
correspondiente (Ref. 160>, por lo tanto la transcripc;é% de la
CK-M era parte integral del programa gue manejaba 1la cé&ula
diferenciada terminal de musculo esquelético. La pregunta
central era si habia alguna propiedad especial en la CK-MM no
compartida con la CK-BB. Una diferencia importante entre ambas
iscenzimas ha sido observada con respecto a la habilidad de
unirse a las miofibrillas. La CK-MM ha sido identificada como
uno de los componentes de la linea electréh—opaca gque atraviesa
el centro del sarcémero de miofibrillas y consiste en su mayor
parte en los llamados puentes M (Ref. 161). Material removido
de estos puentes presenta actividad de la Creatina Quinasa (Ref.
162). Algunos datos sugieren que la CK-MM unida a la 1linea M
podr{a ser un sistema regenerante de ATP en 1la miofibrilla

7
ademas de ser parte estructural del aparato contractil (Ref.

160>.

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

/
mitosis ya que ha sido 1localizada por tecnicas de
4
inmunofluorescencia en los filamentos de las celulas en
/ ’
interfase <(Ref. 163) y en el huso mitotico de celulas (de
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lfneas celulares en cultavo) en divisiog. incluyendo 1la 1{nea
celular PtKj (Ref. 164,165) y ha sido encontrada en
aislamientos de los husos de huevos de erizo de mar en divisio;
(Ref. 166> y de ndéleos de células musculares en divisid%.
Cande demostré que la CK podia tener en la mitosis un rol

/ /
semejante al observado durante la contraccion del musculo

%
esqueletico (Ref. 167)>.

La CK-BB, isoenzima encontrada en tejido embrionario y en
cerebro, hab{a sido muy poco estudiada y nada se sab{a sobre su
regulacié%. Reiss y Kaye la identificaron con lea Prl, prote{na
inducida por estrggenos en dtero de rata (Ref. 131). Estudios
preliminares de la induccion de la CK por estrégeno en tejidos
normalea vy neoplésicos fueron realizados paras analizar la
posible regulacién por estrégeno de otras enzinas del
metabolismo energétlco Yy para evaluar la posibilidad de utilizar
a la CK-BB como un marcador, en clfnica, de la respuesta tumoral

/ ’ ’
a la administracion de estrogenos (Ref. 168)>. Keaye observo que
los tejidos normales contenian predominantenrente CK-BB vy é;ta
era la isocenzima que se inducfa in vitro en tejido de mama
humano normal Yy gque los tumores del tejido de manas pod{an
contener una proporcion grande de la CK-MM (Ref. 168> mientras
gue otros tumores pod{an retener la CK-BB como enzina
preponderante o exclusiva. Kaye sugiria entonces que el
anJlisis de 1la composicié% de las isoenzimas de la CK en tumores
y/o de la composicién de las iscenzimas de la CK estimuladas por

’ ’
estrogeno en tumores de mama humrano in vitro proveria un mejor
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/
marcador de lo respuests & la terapia endocrinologica (Ref .

144 .

/

Kunar y col. confirnaron la asociacion de la actividad de

la CK.con la Prl, aungque ciertas diferencias fueron observadas
/

entre la Prl purificada de utero de rasta prepuber inducida por

/
estrogeno (Ref. 138) y la CK-BB purificaeda de cerebro de rata

/
prepuber como se indica en Resultados I de ests Tesis Doctoral

(Ref. 140, 141).

b.2- La Creatina Quinasa

en el Transporte de Enerq{a

La Creatina Quinasa cataliza la reaccion reversible:
Creatina ¢+ ATP <----> Creatina-P + ADP

La Creatina es sintetizada en dos reacciones seguenciales
. / I3 . : - 3
enzimaticas a partir de Argainina y Glicina por
. . . / . . . . -
transguanidinacion formando acido guanidinoacetico y posterior
N-metilacion para formar Creatina. Estas reacciones ocurren
. . 4 / L~/ .
principalmente en higado, pancreas y rinon. La cantidad de cada
enzima presente en los diferentes tejidos difiere con las
. . ,'
especieas. Ninguna de las enzimas ha sido encontrada en musculo
/ / .
esqueletico, corazon o cerebro, gque son los tejidos donde se

/
encuentran la Creatina vy la Creatina-P en 1las mas altas

concentraciones. Ambas, Creatina y Creatina-P reaccionan no
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’

enzinmaticanente para formar la Creatinina gque no es reconvertida

a Creatina en cantidades apreciables. Por lo tanto estos

tejidoa deben mantener su reserva de Creatina a expensas de 1la
/

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
ATP en las reacciones en gue la célula lo necesite, Bessman vy
Carpenter propusieron una teor{ia muy interesante gue postula que
el vuso de la Creatina-P en esas reacciones que requieren ATP
involucraria una cercana asociacion de la Creatina Quinasa a la
ATPasa local 1lo gue permitir{a a la Creatina-P regenerar el ATP
muy cerca del sitio activo de la ATPasa. Esto permite que 1la
concentracion efectiva de ATP cerca del sitio activo sea alta vy
por lo teanto gue 1la reaccié% no sea limitada por 1la

disponibilidad de energfa (Ref. 169).

La presencia de Creatina Quinasa, Creatina y Creatina-P en
. . /
altas concentraciones solamente en tres tejidos, corazon,
/ /. .
musculo 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-MM, como componente de los puentes M del

/ /
sarcomero de miofibrillas (Ref.161) y la localizacion de CK en
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/
los filamentos de celulas en interfase (Ref, 163 > y en el huso
nitético (Ref. 164,165) ha sido clsremente relacionado con el

sistena regenerante de ATP (Ref. 160,167).

Ei rol de la CK-BB no esta todavia tan delineado. El
tejido cerebral no tiene presumiblemente mayor variacio% en la
demanda de energ{a como ocurre en méﬁculo y no requerir{a este
sistema de transporte de la Creatina para compensar la demanda.
Probablemente el aporte continuo de energ{a en el cerebro sea
tan crucial que un sistema de transporte de la Creatina-P no sea
reguerido para compensar variaciones en la demanda de energ{a

/

sino para asegurar un suplemento energetico bajo condiciones

extremas como la anoxia (Ref.l169).



c- Oobhjetivos de esra Tesas Docroral

Los ©hjyetivos ael trabajo presentado en esta Tesis Doctoral
fueron la identificacion quimica e inmunoldgaca de la proteina
rnducada por estrégenos en utero de rata pteprer (CK-EIP) que
presenta actividad de Creatina CGuinasa y su comparacxén con la
Creataina CQuinasa de cerebro de rata prepéber (CK-BB) gue es una
proteina mayoritaria de cerebro descraipta como indistinguiple de
la CK-EIP. El ARN-m de la CK-EIP fue puraificado de una
preparacxén de ARN-m de utero de rata prepuber inducida por
estrégeno, el {futuro clonado de dicho ARN-=m permitiré' la

deduccién de la secuencia aminoacidica de la CK-EIP.
Se presenta en esta Tesis Doctoral:
1) la purificacién de la CK-BB de cerebro cde rats preprer,
2> la comparacién de la CK-EIP de Jtero de rata prepﬁber
inducida por estrégeno y de la CK-BB de cerebro de rata preprer

. . / .
mediante estudios inmunologicos y f;s;coquim;cos b4

3) 1a purificacidn del ARN-m de la CK-EIP (Ref. 141,142).



MATERIALES y METODOS

/
1- Purificaecion de CK-BB de Cerebro de Kkata

’
1.2- Obtencaion del Homogenato Inicaal

Se wutilaizaron ratas Wistaer, hembras prepuberes de 18 a 21}
d{as de vida, obtenidas de Griffin Laboratory, Wadsworth Center
for Leboratories & Research, Albany, NY. Loe animales se
sacrificaron por dislocacién cervical Yy 1los cerebros se
extrajeron e inmediatamente se congelaron en nitrégeno lfﬁuido.
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 posiciéh &, de
15seg cada uno, con intervalos de 1min, a 0-49C en un
volumen 2.5 veces el peso de los cerebros de buffer Tris.Cl
i0omM, EDTA 1.5mM, 2-Mercaptoetancl SmM, con 40ul de aprotinin
por ml de Dbuffer, pH7.5. E1 homogenato fue centrifugado a

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

/
En €l sobrenadante del Homogenato Inicial, se cuantifico la

/ s
enzima CK (ver 16) y se 1o utilizo para la purificacion de 1la

misma.



1.2- Cronatoqroffn en Colunna

En todos loas casos en que se utilizo cromatografia en
columna los saiguientes paré%etros fueron medidos en el materaal
sembrado y en laas fracciones eluidas:

-Activaidad de CK (ver 17)
-Prote{nas por el metodo de Bradford (ver 18)
-Absorbancia a 280 y 260nm.

-Conductividad
/ A .
Las alicuotas de las fracciones pertinentes fueron conservadas a

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

/
1.2.1- Cromatograffa de Intercambio Ionico

en DEAE-Sephacel

DEAE-Sephacel (Ref. 170) de Pharmacia Fine Chemicals es
Dietilaminoetilcelulosa presentada en forma de esferas y con un
grado de entrecruzamiento gque le confiere alta capacidad. La
columna de 30 x 1.5 cm se eguilibro a 4°C con buffer Tris.Cl

10mM, EDTA 1.5mM, 2-Mercaptoetanol SmM, pH7.6, con un flujo de

30ml/h.

El homogenato inicial (ver 1.1, previamente dializado

/ ’
contra el buffer de equilibrio, se sembro y corrio con un

gradiente lineal de O a 0.1M de ClNa en dicho buffer, volumen



total SO0 ml. Se recogieron fracciones de S ml. Los elufdos

del pico de actividad de la CK fueron mezclados en un solo tubo

/
que se denomino “‘pico de DEAE’ Y Que fue utilizado para

/
continuar con la purificacaon.

1.2.2- Cromatoqraffa de Adsorciéﬁ

en Hidroxaiapatita Ultrogel (HAU)

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

de agarosa en forma de esferas con cierto grado de
. , .

entrecruzamiento entre las cadenas de polisacaridos gque

mantienen atrapados a microcristales de Hidroxiapatita. La

Hidroxiespatita presentada en estas condiciones ofrece mayor
velocidad de flujo, menor eliminacié; de part{culas, mayor
estabilidad frente a pH extremos y frente a alta temperatura gue
la Hidroxiapataita convencaional (HTP>, la cual no posee

’
entrecruzanmniento entre las cadenas de polisacaridos.

La columna de 30 x 1.8 cm fue equilibrada a 4©C con un
buffer Tris-ClH 10mM, EDTA 1.5mM, 2-Mercaptoetanol 5SmM, pH7.6.
Se sembré el pico de DEAE (ver 1.2.1) previamente dializado
contra el buffer de equilibrio y se corrid’ con un gradiente
lineal de O a 0.1M de POgNa pH6.8, volumen total de 500 ml.

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

buffer Fosfato de Potasioc O0.5SM pH6.8.
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/
1.2.3- Cromatoqrafia de Adsorcidn

en Hidroxiapatita (HTP)

Se utilizé Bio-Gel HTP <(Bio-Rad Laborstories) en una
columna de 30 x 1.8 cm preparada acorde a las esgpecificaciones
de Tiselius (kef. 171,172) y equilibrada con buffer Fosfato de
Sodio OSmM, 2-Mercaptoetanocl! 5mM, pH6.5. Se sembrd’el pico de
DEAE (ver 1.2.1) previanente dializado contra el buffer de
equilibrio. Se utilizaron diferentes gradientes lineales de
buffer Fosfato de Potasio 5-i100mM, S5-200mM y S5S-500mM, con

2-Mercaptoetanol SmM, pH6.5, volumen total 5S00ml. Se recogieron

fracciones de Sml.

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 alicuotacda y conservada en hielo en camara <ria
hasta el momento de su uso y otra parte fue dializada contra

H20, alicuotada, liofilizada y conservada a -80CC.

/
2- Obtencion _de Inmunosuero_ de Conejo

La sangre del conejo se extrajo con jeringa de la vena
/ -
principal de 1la oreja. Se tomo la primera muestra de sangre
rd
para utilizar como control negativo cinco dias antes de empezar

/
la inmunizacion. Todas las inmunizaciones se llevaron a cabo



/
por inyecciones intradermicas en el lomo del conejo previo corte

e
del pelo y desinfeccaon de la 2ona con merteolate.

Se inyectaron 400Oug de la CK-BB liofilizada tomados en
200ul de H20 vy completamente emulsionados con 200ul de

adjuvante completo de Freund.

A los 21 dias se le udministré el primer booster.Debido =
la carencia en ese momento de la CK-BB pura, 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-SDS
de 1.5mm de espesor, de donde la banda correspondiente al peso
molecular de la cadena polipept{dica de la CK-BB fue removida.
Para ello se cortd el gel verticalmente por la mitad de 1los
canales de los extremos derecho e izquierdo del misno, cuidando
de hacer marcas identificatorias. Dichos extremos fueron
tenidos con Coomasie blue (ver 12) y luego, de acuerdo a las
marcas fueron colocados e€en sus respectivoa lugares a los
costados del gel. Asi se ublcé la poaicié% de 1la banda
correspondiente a la CK-B en el gel sin teRir. Se cortg
horizontalmente dicho trozo que contenia aproximadamente SOug de
CK-EB, se 1lo homogeneizg a traves de sucesivos pasajes por una

/

aguja vy se lo utilizo para inyectar el conejo. A los 21 dias

una muestra de sangre fue tomada.

/
Transcurridos 12 dias se administro el segundo booster con
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400ug de CK-BB 1liofilizada tomada en 300ul de H20 vy
perfectamente emulsionada con 300ul de adjuvante 1ncompleto.

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

Luvego de transcurridos 7 dias se le adm;nxstrélel tercer vy
ultimo booster de 80ug de CK-BB liofilizada tomada en 300ul de
H20 y perfectamente enulsionada con 300ul de adjuvante
incompleto. Se tomg una muestra de sangre a los diez d{as. En
todos los casos la sangre se dej)o coagular a temperatura
ambiente. Se separc el suero y se obtuvo el titulo de

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

a -800°cC.

/
3- Puraficacion de las IgG de Suero de Conejos

por Columna de Proteina A-Sepharosa

Se utiliza Proteina A de estafilococo, (Ref. 173)
covalentemente unida a Sepharosa CL-4B (2.7g) (Pharmacia Fine
Chemicals) embebida en buffer fosfato O0.1M pHS8 (10ml de gel) vy
empaquetada en una columna de 25 x 0.5 cm, a 4©€C. El suero
de los conejos inmunizados fue dilu{do 1:4 en el buffer de
eqguilibrio. Se eluyo con buffer Fosfato de Sodio O0.1M pH7.0.
Se recogieron fracciones de 1ml en las gue se determino el pH vy
la Absorbancia a 280nm. Alcanzado en el eluido el pH7 se eluyé
con buffer Fosfato de Sodio 0.1M pH6, luego con buffer Citrato

O0.1M pHS,pH4 y pH3. Los eluidos del pico de Absorbancia a 280nm
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fueron mezclados y neutralizados. Para concentrar las 1IgG se
filtro wutilizando filtroe Amicon o se precipito/con sulfato de
anonio saturado al 80x%. El precipitado obtenido luego de
centrifugar a 25000 rpm por lh a 4°C fue resuspendido en
H20.

/ 4 /
La concentracion de IgG se llevo a 1mg/ml y se conservo

/
) ¢
alicuotada, en hielo, en camara fria a 4°0C.

4- Inmunodaifusion Bidimensional: Ouchterlony

Se wutilazaron portacbjetos (6 x 2 cm) sobre los cuales se
;

deposito 3ml de agar al 1% en buffer fosfato salino. Luego de
7

solidificado se realizaron marcas con un aparato que producia
seis pozos exteriores y uno interior. El agar era removido de
los pozos por succaon. Las proteinas liofilizadas vy
resuspendidas en buffer PBS con NP-40 al 0.1%X fueron sembradas
en los pozos. En los cascs en gue el volumen a sembrar era
;

mayor del volumen admitido por el pozo, se sembro y dejo

. . . /
penetrar sucesivamente las veces necesarias. Se incubo a
; 7
tenperaturas ambiente en camara humeda por 48hs, luego se lavo
/ 13 .
por inmersion en buffer fosfato salino durante varias horas,
’

/ o~
seguidamente se lavo con H20 y finalmente se tino con

Coomasie Brillant Blue R-250.

/
Para la visualizacion de las bandas radiocactivas la



Ouchterlony (Ref. 174) fue secada a temperatura ambiente,
rociada con EN3HANCE Spray (New England Nuclear) siguiendo
las indicaciones del fabricante y autoradiografiada en pelicula

Kodak X-Omat AR a -80°C por el tiempo necesario.

) /.
5- Digestiones Quaimicas

/ /
S5.1- Digestion con Acido Formico 88%

Se resuspendieron 100 ug de proteina liofilizada en 200ul
de HCOOH 88%. Se dejéldigerir durante 24 hs a 370C y 1luego
se congelg Yy liofilizé. Se resuspendi&ren S00ml de H20 y se
liofilizé cuatro veces consecutivas. Las muestras se

conservaron a -8006C (Ref. 175 .

/ /
5.2- Digestion con Acido Formico 70x%

Se resuspendieron 20ug de proteina liofilizada en S0Oul de
HCOOH 70%, NP-40 0.1x%x. Se dejg digerir por 24hs a temperatura
ambiente y 1luego se congelé y liofilizé. Se resuspendié en
SO0Oml de H20 y se liofilizé’cuatro veces consecutivas. Las

-—

muestras se conservaron a -800C (Ref. 175,



7 ,
S.3- Digestion con Acido Clorhidrico 0O.04N

20ug de prote{na liofilizada fueron resuspendidos en 40ul
de NP-40 0.1x y tratados con 25ul de ClH O.1N por 24hs a
temperatura ambiente, neutralizados con NaOH O.1N, congelados,
liofilizados, resuspendidos en SOOml de H20 y 1liofilizados

cuatro veces consecutivasa. Las muestras se conservaron a

-80°C (Ref.175),.

/ )
S5.4- Digqestion con Bromuro de Cianogeno

en Acido Clorh{drlco O.06N

100ug de ptotefna liofilizada resuspendidos en 70ul de
NP-40 O,1%x fueron tratados con 125ul de una solucién de 1.8mg de
BrCN por ml] de ClH O.1N por 24hs =a temperatura ambiente,
neutralizados con NaOH O.1N, congelados, liofilizaedos,
resuspendidos en 500ml de H20 y liofilizados cuatro veces

consecutivas y finalmente conservados a -800C (Ref. 176> .

/ /
S5S.5- Digestion con Bromuro de Cianogeno

/
en Acido Formico 70%

Se resuspendieron 100ug de prote{na liofilizada en 250ul de
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/
una solucion de 15mg de BrCN por ml de HCOOH 70%, NP-40 O.1x%.
/ , , Vs
Se dejo digerir por 24hes a temperatura ambiente,se congelo vy
) 7 / /
liofilizo. Se resuspendio en SOOml de H20 y se liofilizo
cuatro veces consecutivas. Las muestras fueron conservadas a

-80°C (Ref. 176).

/
6- Digestiones Enzaimaticas

/
6.1- Digestion con Tripsina

La solucién madre de Tripsina fue de img/ml en Cl1H O.1nN,
CL>Ca ©O.1mM. Se disolvié SOug de prote{na en 25ul de Urea
8M, NHqHCO3 O.4M colocé%dola a 37°C por 5Omin. Se
agregé,lx p/p de Tripsina/prote{na (10ul de unsas dilucié% 1:20 de
la soluclén madre en ClH O.1Mm, Cl2>Ca O.1mM) y se llevé a
100ul con ClH 0.1mM, Cl2Ca O.1mM manteniendo el pH en 8.5
con NH4qOH, dejando digerir por 4hs. Se adicion&l i1x p/p
nuevamnente y se dejé digerir por 2Zhs. Se agregé 1x p/p y se
dEJé digerir por 1h, siempre a la misma temperatura. La

/
digestion fue detenida por congelamiento. Se liofilizo y se

conservaron las muestras a -80°C (Ref. 177>,



/
6.2- Digestion con Cuinmotripsina

Se wutilizaron las mismas soluciones y metodolog{a gue en
6.1 con Quinmotripsina en lugar de Tripsina. La prote{na se
mantuvo en el buffer con Urea por 1h y luego se dlgerig por Shs
30min con Quimotripsina Yy se realizé solamente un segundo
agregado de la enzima dejando actuar por 1h 30min. Se congelg Yy
liofilizé. Las muestras fueron conservadas a -80°C (Ref.

178>.

6.3- Digestion con Clostripain

/ ’

Se wutilizo wuna solucion de Clostripain de 1img/ml en
Clo2Ca 20mM, 2-Mercaptoetanol 0.1xXx. 5SOug de la Prl y 65Sug de

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

/ /
solucion de Urea 8M en NH4qHCO3 ©.4M, colocandola a

37©C por 5SOmin. Se agregg Sul de la solucién de Clostripain
Yy 25ul de Cl2Ca 20mM, 2-Mercaptoetanocl O0.1% y se dejg
digerir por 2hs a la misma temperatura. Se agregg Sul de 1la
solucién de Clostripain y se dEJJ digerir por 2hs a la misma
temperatura. Se repetig este ultimo paso dos veces mnas

/ ’
totalizando 8hs de digestion. Se congelo y 1liofilizo. Las

muestras se conservaron a -80°C (Ref. 179).



7- Iscelectroenfocado en

Gel de Polaamcrilamaida (PAGIEF)

/
Se utilazo la unidad 2117-100 de IEF de LKB. Los geles de
2mm de espesor fueron preparados con una mezcla de 30ml de la
solucion de Acrilamida, 8ml de Glicerol y 3ml de 1la mezcla

/ /
apropiada de Anfolitos. Se llevo a 60ml con H20, se degaseo

/
y se le agrego 500 ul de Persulfato de Amonio de 22.8mg/ml.

Las soluciones de los electrodos utilizadas fueron: NaOH
/ / /
1N en el catodo(-) y Acido Aspartico 0.04M en el anodo(+) y los
/
marcadores de punto isocelectrico: Amiloglucosidasa de
Aspergillus, 3.65; Inhibidor de Tripsina de poroto de soja,
1.55; Beta-Lactoglobulina (A) de leche bovina, 5.13; Anhidrasa
Carbonica B de eritrocitos bovinos 5.85; Mioglobina porcina,
6.55 vy Mioglobina trifluoracetilada equina, 6.86. El enfocado

/
se llevo a cabo a 60W, el maximo voltaje obtenido fue de 2700V,

por 1ih.

Al té}nino de la corrids el gel fue cortado, por donde no
habia muestra, en tiras de 2.1mm gue se colocaron en tubos con
inl de H20 donde se determin; el pH. El resto del gel fue
fijado con una solucié; de Acido Sulfosalic{lico 5%, Acido
Tricloroacético 10%x por 3O0min. Se decoloré, en solucion
decolorante de Metanol:Acido AceticoiH20 (3:1:6) por 24hs,

=/ ¢
luego se tiho con Coomasie Brillant Blue ©0.2% en solucion



’
deccolorante por lh y finalmente se decoloro hasta que el fondo

del gel quedo

decolorante.

claro haciendo varios cambios de la aolucion

Para la vasualizacion de las bandas radioactivas el gel fue

tratado con EN3HANCE para autoradiograf{a de New England

Nuclear <(Ref.

8-

180).

Condaciones de Trabajo con ARN

Todas las
preparadas en

trabajo con ARN

soluciones utilizadas fueron auvtoclavadas o
agua autoclavada con drogas reservadas para el

gque se tomaron con espatulas esterilizadas. Se

prepararon soluciones madres las cuales se diluyeron con H20

/
esteril a los volumenes adecuados en el momento de su uso. La

solucié& madre
Los capilares,
esterilizados.
uvtilizadas en
manipuleo del

guantes.

10X de SD5 fue sometida a 65°C durante 1h.

tubos y columnas de vidrio fueron siliconados vy
Los tubos de pl&gtico Yy 1las conecciones

las columnas fueron autoclavados. Todo el

/
materimal y el trabajo con ARN se realizo con

/
LLa concentracion y pureza de las preparaciones se obtuvo

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

esterilizadas.

img de ARN eguivale a 23 unidades de A260-.
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’ /
Cuando el ARN esta puro la relacion de Azg0/A2g0 oacila

entre 1.8 y 2.0.

Vs
8.1- Obtencion de ARN total:

/
Metodo de ClCs/Isotiocianato de Guanidina

Se utilizaron ratas Wistar adultas, de tres meses de vida y
ratas prepreres de 18 a 21 dias de vida, obtenidas de Griffin
Laboratory, Wadsworth Center for Laboratories & Research,
Albany,NY. Las ratas adultas fueron sacrificadas mediante golpe
de las mismas contra la mesada y las ratas prepﬁberes por suave

/
dislocacaion cervaical.

Los Jieroa extraidos fueron separados cuidadosamente de
todo tejido adiposo e inmediatamente congelados en .nitrdéeno
lfquido. Se regiatro/su peso y se agregé's volunenes de una
solucié; 4M Isotiocianeto de Guanidina, SmM Citrato de Sodio
{pH7>, ©0.1M 2-Mercaptoetanol, 0.5%X Sarkosyl. El tejido fue
dispersado en un homogenizador (Polytron) a temperatura ambiente
utilizando 4 veces pulsocs en posicié; 6, de 15seg cada uno, con
intervalos de 1min. Por cada 2.5ml del homogenato se adicioné
ig de ClCs, se mezcl&ly se deposité cuidadosamente sobre 1.2ml
de ClCs 5.7M en EDTA O0.im pH7.5 previamente colocados en tubos

/
de centrifuga. Se centrifugo por 16hs y 20min a 45000rpm a

200C en rotor Beckman SW60Ti.



/
Los sobrenadantes fueron descartados por inversion de los
tubos y se limpieron las paredes con un hisopo cuidando de no

acercarce al transparente precipitado observado en el fondo de

los tubos.

Cada precipitado fue redisuelto en 300ul de buffer TES
(10mM Tris.Cl pH7.4, SmM EDTA, 1X SDS) y juntados en un tubo de

vidrio Corex de 25aml. Cada tubo fue lavado con 300ul del M1BMO
/

buffer y los lavados fueron agregados al tubo Corex. Se realizo
/

una extraccion con igual volumen de una mezcla 4:1 de Cloroformo

/

Yy 1-Butanol previamente saturada con bufer TES. Se centrifugo
para separar bien las fases, y se trnnsfirié la fase acuosa a
otro tubo Corex. Se extrajo la fmse organica con igual volumen
de buffer TES y se colocélesa fase acuosa en el mismo tubo gue
la anterior. Se agregaron 0.1 volumenes de Acetato de Sodio 3M

/ 7/
pHS.2 y 2.2 volumenes de Etanocl y se dejo a -20°C toda 1la

noche (Ref. 181> .

/
8.2-Obtencion de ARN-m:

Cromatoqraffa en 0Oligo(dT)-Celulosa

/
Se preparo una columna de 3 ml de Oligo{(dT>-Celulosa tipo 2

resuspendida en el buffer de sembrado (20mM Tris.Cl pH7.6, O©.SM
/

C1lL4i, imN EDTA, 0.1x SDS). Se lavo sucesivamente con H20,

con NaQOH ©O.1M, EDTA SmM y nueveamente con H20 hasta gue el

elu{do alcanzo pH7. La columna se equilibrg con el Dbuffer de
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/
sembrado. El ARN total (ver 8.1) se centrifugo en una Sorvall =a

/
8000 rpm por 60min a -10°C. El asobrenadante mse separc vy
%
conservo a -20°C. El precipitado se resuspend;d’en iml del

/ /
mismo sobrenadante y se coloco en un tubo Eppendorf y centrifugo

por 1h a 10000rpm a -10°9C. El sobrenadante se 3eparé Yy se
dejé drenar el tubo. El precipitado se resuspendi; en S0O0ul de
H20 y una alicuota fue tomada para ser analizada en gel de
Agarosa al 1% (ver 11). El precipitado resuspendido en los
S00ul de H20 se calento/a 65°C por Smin. Se le agregé

igual volumen de buffer de sembrado 2x calentado a 1la misna

/
temperatura, se dejo enfriar a temperatura ambiente y se sembro.

Fracciones de o.5ml fueron recogidas eluyendo con el buffer
de sembrado hasta que la A2g0 bajo casi a cero. Los eluidos
del pico de absorbancia fueron juntados, calentados a 65S°C y

/
senbrados nuevamente. El ultimo paso fue repetido por segunda

vez.

La columna se lavJ hasta gue la A2¢0 fue casi cero. Se
comenzé entonces 1la eluci&% del ARN poli A+ con buffer 10mNM
Tris.Cl pH7.5, imM EDTA, 0,05% SDS. Los elufdos del pico de
abgorbancia a 260nm fueron juntados, llevados con Acetato de
Sodio 3M a una concentracié% final de 0.3N y precipitados con
2.2 vols;enes de Etanol a -20°C durante toda la noche. Se

/
centrifugo a 8000 rpm por 1lh a -10°C, el precipitado se

/
resuspendio en iml del mismo sobrenadante y se coloco en un tubo

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



’ /
descarto el sobrenadante, se de)o drenar el tubo vy se
/
resuspendio el precipitado en H20 llevandolo a 2ug/ul. Se

/
conservo a -180°C (Ref. 182).

9- Fraccioconamiento de ARN-m

en Gradiente de Sacarosa

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

buffer 3mM EDTA, 70X Formamida, 3mM Tris.Cl, pH7.9, volumen

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

mismo bufer y se centrifugo a 186000 g por 20hs a 25°0C en

rotor Beckman SW41l.,

El gradiente fue fraccionado utilizando un aparato gque
/
succionabsa 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 agrego Zug de ARN-t,

/ /
0.1 volumenes de Acetato de Sodio 3M pHS5.2 y 2.2 volumenes de
/ /
Etanol y se dejoc toda la noche a -200C. Se centrifugo en
/
una Sorvall a 10000 rpm por 1lh a -10°C, se descarto el

/
sobrenadante, se dejo drenar y se redisolvioc en 2ul de H20.

Se conservé a -1800C (Ref. 183).



/
10- Traduccion In Vitro de ARN-nm

en_Lisadoe de Reticulocitos de Conejos

/
Se trabajo con 1los equipos de traduccion de 1lisado de
reticulocitos de conejo de New England Nuclear con
/
[3,4,5-5€]-L—Leucina. El aminoacido marcado, que se

comercializa preparado en ClH O.01N fue neutralizado con 100ul

de NaOH O.1N.

Cuando el ARN-m poli A+ a traducir proven{a de la colunmna

/ /
de 0Oligo(dT)-Celulosa (ver 8.2) se llevo a cabo la traduccion de
cada muestra por duplicado en tubos Eppendorf colocando loa

reactivos en el orden indicado en el siguiente esgquema:

Blanco Control Muestra
l1-Premezcla i13ul 13ul 13ul
2-ARN-m control lul
3-ARN-m muestra 2ul
4-Agua 2ul iul

S-Lisado 10ul 10ul 10ul



/
La Premezcla se preparo en las concentraciones indicadas por el

fabricante. El ARN-m control fue el mensajero de la Globaina vy

se utilizo diluido 1:5 en H20.

Cuando el ARN-a poli A+ provenia del gradiente de Sacarosa
/
(ver 9), se llevo a cabo la traduccion en los mismos tubos del

fraccionaniento.

/
Los volumenes del ensayo fueron tomados con paipeta a

capilares (Drummond series S500, Digital-Microdispenser).

/
Rapidamente se mezclo el contenido de los tubos en un vortex y

/
se centrifugo en una Eppendorf de mesa asegurando que toda 1la

/
mezcla estuviese depositada en el fondo. Se incubo a 37°C

/ /
por 1h y se agrego 25ul de bufer Tris.Cl 1M, pH10.7. Se incubo
por 10min mas a 37°C y los tubos se colocaron en hielo.

/ /
Evaluacion de la traduccaon:

Se sembré por duplicado lul de cada tubo en papel de filtro
Whatman GF/C con pipeta capilar. Se lavo/el filtro con TCA frio
al 10X en un vaso de precipitados, luego se coloc; el filtro con
TCA SX caliente y se hirvig por Smin. Se lavg dos veces con
Etanol 95S% y luego con Eter. Se dejé’secar al calor de una
la;para, se corté separando las muestras sembradas. Se colocé

en viales con 5S00ul de Protosol (New England Nucleary, se

calentaron a 60°C por 30Omin, se enfriaron, se les agrego



50ul de Acido Acetico Glacial y por ultimo 10ml de Econofluor
/
(New England Nuclear). Se conto en el canal de Tritio de un

contador Beckman de centelleo 1f§uido.

Los tubos de la traduccion in vitro se conservaron a

-200C.

11- Electroforesis en Gel de Agarosas al 1X

Se utilizé una cuba y una fuente de electroforesis LKB para
geles horizontales. Se prepararon geles de 15ml de Agaross al
1% en bufer Tris.Cl 0.4M, Acetato de Sodioc 0.2M, Acido Acetico
0.26M pH7.S. Se mezc16/2ul de ARN disuelto en H20 <(1lug/ul)
con B8ul del buffer, se calent; por Smin a 65°C y se agreg;
iul de 1a Agarosa de sembrado (0.25mg de Bromofenol, 12.S5Sml de
Glicerol, 0.625g de Agarosa, 12.5ml de H20 autoclavada)
previamente redisuelta a 100°C y mantenida a 65°C por
Smin. Se mezclé ro;idanente y se sembré en el gel. Se corrié a
60V, ih en el cuarto frao. Se utilaizaron como marcadores de
tanano a los fragmentos de restriccid% del Bacteriofago Lambda
cepa c¢cI indl ts 857 Sam7 digerido com BamHI de 16841, 7233,
6770, 6527, S5S626, 5505 pares de bases o al ARN-r 185 y 23S de
E.coli. La corrida se visualizé por tincién con Bromuro de
Etidio 1mg/l durante 30min. Se fotografiaron los geles en un

transiluminador de 1luz UV, con pelicula Polaroid tipo S7 vy

filtros amarillo y rojo.



12- Electroforesis en Gel de Poliascrilanida

en Dodecil Sulfsto de Sodio (PAGE-SDS)

’
Se utilizo el sistema descripto por Laemmli (Ref 184), con

cubas y fuentes de electroforesis LKB para geles de 10 x 1Scm.
Los gelas preparados al 10x o 15x fueron corridos a 3 mA por

canal senmbrado.

/ /
Para el analisis de los eluidos de las columnas (ver 1) se

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

por 3min en el bufer de muestra.

/
Para el anslisis de las digestaones qu{micas (ver 5), se

7
resuspendioc el liofilizado en 70ul del bufer de muestra, se

/
calento a 80°C por 10min y se sembro.

/ 7
Para el analisis de las prote{nas obtenidas por traduccion
/
in vitro (ver 10) se calento a 80°C 40 ul del ensayo con

/
40ul del bufer de muestra por 1lOmin y se sembro.

Los siguientes patrones de peso molecular fueron
uvtilizados: Fosforilasa b, 94000; Albumina sérica, 67000;
Ovalbumina, 45000; Anhidrasa Carbénica, 30000; Inhibidor de
Tripsina de poroto de soja, 20000 y‘i-Lactoalbumina, i4400. Las

tinciones se realizaron con Coomasie Brilliant Blue R-250.
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Segun el objetivo los geles fueron:

a) Tenidos, fotografiados, secados y conservagos envueltos

’
en hojas de plastaco.

b) Tenidos, fotografiados y cortados por canal en segmentos
de 2mm. Se colocaban los trozos en viales, se d;ger{a con O.5ml
de H202 al 30x% a 80°C y se medf{a la radicactaividad
en un contador de centelleo Beckman utilizando Aquasol fluor

(New England Nuclear).

c) Utilizados s=sin tenir para electrotransferir a

Nitrocelulosa.

a> Tenhidos, fotografiados, secados, analizados en un
/
densitometro ACD-18 (Gelman Sciences, inc.) a S20nm y

conservados envueltos en hojas de plastico.

’
13- Trangferencia Electroforetica de Prote{nas a

Membranas de Nitrocelulosa (Western Blotting)

Se utilizd’la unidad de electrotransferencia LKB 2005. El
bufer de transferencia fue 25mM Tris.Cl pH8.3, 150mM Glicina,
20%(v/v) Metanol. Todas las electrotransferencias se realizaron
de PAGE-SDS a Nitrocelulosa. La membrana de Nitrocelulosa se

corto del tamaho del gel a transferir y se mantuvo sumerjida por



/
10nin on el buffer de transferencia. Se coloco 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 membrana de Nitrocelulosa (previamente mantenida en
el buffer de transferencia por 10main) cuidandoe de no dejar
burbujas y haciendo marcas para determinar la poaicié; de los
canalea de corrida. Se agregaron dos papeles de filtro, otra
esponja Yy <finalmente 1la otra grilla y se ajusté en ambos
extremos con bandas de goma elasticas. Se electrotransiirié por
/

12hs a 100V, & 40C y con circulacion de H20 a la misna

temperatura.

/
14- Inmunodeteccion de Prote{nai

en Membranas de Nitrocelulosa

En los PAGE-SDS a electrotransferir estaban corridos 1los
patrones de peso molecular en los canales de los extremos
derecho e izgquierdo; una vez realizeda la transferencia se corto
la Nitrocelulosa separando uno de los dos canales de 1los
extremos. Dicho trozo se coloreo con una solucion de Coomasie
blue R-250 0.2%, Metanol 40%, Acido Acético 10% durante Smnin,
luego se decoloré,dejando por menos de Smin en Metanol 90x%,

/ / /
Acido Acetico 2%, se lavo con agua y se dejo secar al aire. Se

/
conservo envuelta en papel poliester para utilizarlia en 1la

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

visualizaran luego del revelado aplicado al resto de 1la
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Nitrocelulosa.

La membrana fue sumergida en una solucion de Gelataina al 3%

en PBS dejanco agitar por varias horas a temperatura ambiente vy
/

luego por dos dias a 49©9C. Se reamovio con cuidado 1la
/ /
membrana separandocla de la capa de gelatina =soclida, se lavo con
/

/
PBS y se sumergio en la solucion del pramer anticuerpo.

/
Segun la sensibilidad de deteccidn requerida y segﬁh el

/
Primer anticuerpo utilizado se procedio de diferentes maneras:

14.1- Cuando las prote{nas transferides provinieron de 1la
puriiicac;é; de CK-BB de cerebro de rata (ver 1) o de Jtero de
rate prepéber inducida por estrégeno (Ref. 139):

La membrana se sumergié en una dilucion de ls IgG de conejo
purificada <(ver 3) contra CK-EIP o contra CK-BB, (1mg en 100ml
de PBS con 0.05%x v/v de Tween-20 (TPBS)) y se dEJél agaxtando

/7

suavemente toda la noche a temperatura ambiente. Se lavo cuatro

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

Se sumergié la membrana en una dilucién 1:2000 en TPBS de
inmunosuero de cabra contra IgG de conejo (H+L) purificada por
afinidad y conjugada con Peroxidasa <(Bio-Rad Laboratories),
agitando suavemente por 2hs a 4°9C. Se lavg cuatro veces por

/
iOmin cada vez con TPBS, una vez con PBS y rapidamente con

H20 destilada.



Se revelg sumergiendo la Nitrocelulosa en una soluczé; a
temperatura ambiente preparada en el momento mezclando 60ml de
una solucién de 20mng de 494-Cloro 1l-Naftol por ml de Metasnol con
100ml de PBS previamente adicionados con 60ul de H20>2
30X enfriada en hielo. Se dEJJ de S5 a 15min segun la apariczé;
de 1las bandes azules. Se paré el revelado sumergiendo 1la

’
menbrana en H20 destilsda por 10min. Se dejo secar al aire

/
Yy se guardo la Nitrocelulosa envuelta en hojas de plastico.

14.2- Cuando las protefnas treansferidas provinieron de 1la

7
traduccion in vitro del ARN-m poli A+:

Se sunergig la membrana en una dilucié% de IgG de conejo
purificada (ver 3) contra CK-EIP o contra CK-BB (img en 100ml de
TPBS)> y se dejg agitar toda la noche a temperatura ambiente. Se
lavdlcuatro veces durante 10mim cada vez con TPBS y una vez con

PBS.

/
La membrana se sumergio en una solucion de Proteina A
marcada con 1251 de 10%cpm/ml en TPBS durante 30min con
/

4 .
agitacion suave, se lavo S5 veces con PBS 30Omin cada vez, se seco

7/
a temperatura ambiente vy se auvtoradiografio con pantalla

intensificadora (DuPont) a -70°CC,.



4
14,3~ Cuando las proteinas transferidas provinieron de la

’
traduccion in vitro del ARN-m poli A-.

,
Se sumergio la menbrana en una dilucién 1:1000 en PBS del
anticuerpo monocclonal MAb-28AF (Ref. 140), agitando suavemente
/
toda 1a noche a temperatura ambiente. Se lavo cuatro veces por

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

La membrana se sunergig en IgG de cabrsa contra IgM de raton
/
(Cappel) 1:3000 en TPBS por Shs con agitacion suave a
/
tenperatura ambiente, se lavo cuatro veces en TPBS por 10min

cada vez y en PBS por 10min.

La Nitroceiulosa se sumergié en una soluciéﬂ de Proteina A
marcada con 1251 de 106cpm/ml en TPBS durante 30min con
agitacié% suave, se lavo S5 veces con PBS 30min cada vez, se secg
a temperatura ambiente vy se autoradiograiig con pantalla

intensificadora {(DuPont) a -~-70°C (Ref. 185).

/
15- Cromatografia Liquida de Alta Presion (HPLC)

en Fase Reversa

El agua y los solventes utilizados fueron grado HPLC.



’
Losa productos de las digestiones enzimaticas (ver 6) se
daisolvieron en 90ul de H20, luego s=e agregé 20ul de Acado

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

Todas las cromatograf!as se realaizaron en un eguipo HPLC
Beckmen con bombas modelo 110A y con columna de fase reversa
Aguapor Octyl RP-300 (Brownlee Labs), utilizando como =solvente A
0.1%X de F3C-COOH y como solvente B 0.1% F3C-COOH, S3S0%

H3C-CN con un gradiente lineal de O a 60X de B en 60’ a

0.6ml/min. Los peptidos se detectaron en el efluente por
lectura de la absorbancia a 229nm. E1l gréfico con los taiempos
de elucign y la cuantificacién de las 3dreas de los picos fueron

obtenidos con un integrador Altex C-R1A (Ref. 186)>.

16- Enzimoinmunoensayo en Portaocobjeto (SIA)

Portaobjetos recubiertos con material hidrofégico 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 ﬂnt{geno por
c{rculo y se dejé secar por evaporaci&%. Luego se deposité por
c{rculo 10ul de CM (medio de cultivo Dulbecco modificado gque
contiene aminoécidos no esenciales, L-Glutamina, 5% de suero de
ternera y 10% de suero de caballo libre de 'K-Globulina (v/Vv),
obtenido de laboratorios Gibco), colocando el portaobjeto en

Vg 7 /
camara humeda por 3Omin. Se procedio seguidamente a lavar el

Al



portacbjeto por goteo suave de H20 y se dejo secar. Se
depositg’ el primer anticuerpo (diluido en CM a1 era necesario)
por 30nin manteniendo el portaobjeto en c&%ara numeda. Se luvo,
por goteo suave con CM y se depoaitglloul de CM por circulo por
10nin en cgnara hdﬁeda. Se lav& con H20 y se deJJ secar.

Se colocé el segundo anticuerpo, IgG de cabra contra conejo
nmarcada con Peroxidasa <(Cappel) diluada 1:1000 en CH, por 30Omin
en camara humeda. Se lavé.con CM y con H20 y se dejg secar.
Finalmente 10ul de 1la soluc16% del sustrato: 0.1x%x de

o-Fenilendiamina, 0.02X de H202 30X (v/v), O.1M Citrato

de Sodio, ph4.S5S, fueron depositados por c{rculo.

/
Se realizo la lectura de la Absorbancia a 410nm (minireader
MR590 de Dynatech Instruments) a los S, 1S y 30Oman. Los
. . N 4 . . /
controles negativos incluyeron: omision del antigeno, omision
/
del primer anticuerpo, omisaon del segundo anticuerpo Yy suero
del mismo animal utilizado para obtener el ©primer anticuerpo,
/
sangrado previamente a la iniciacion del esquema de inmunizacion

(Ref. 187>.

/ . A
17- Deterninascion de la Actividad Enzimatica

de Creatina Quinasa (CK)

Se utilizd/el egquipo CK-NAC de Boehringer gue se pbasa en

las siguientes reacciones:



Creatines Fosfato + ADP<------ >Creatina + ATP
HK

ATP + Glucosa<------ >G-6-P + ADP
G-6-PDH

G-6-P + NADP*|<~-~-~ecenu-- >6-PG + NADPH + H*

La fornacio; de NADPH procede a ls misma velocidad que 1la
formacién de Creatina en cantidades eguimoleculares. Se
deternin; la velocidad a 1la gque se formaba el NADPH
espectrofotométricamente por €l incremento de la absorbancia a
340nm que es directamente proporcional a la activaidad

/
enzimatica.

Una unidad internacional de enzima (U) se define como 1la
cantidad de enzima gue convierte 1 micromol de sustrato en 1man

en las condiciones estandar.

/
18- Determinacion de la Concentracion de Prote{na

/ /
La concentracion de prote{na fue determinada por el metodo

de Bradford (Ref. i88) vutilizando un equipo de Bio-Rad

Laboratories.



RESULTADOS

/
- Purificacion de la Cremtina CGuinasa BB (CK-BB)

de Cerebro de Rata Prepuber

Se procesaron en primera instancia 15 cerebros que pesaron
18.4g. La cronatogreffa (ver 1.2) del Homogenato Inicial (ver
1.1) en DEAE-Sephacel! (ver 1.2.1)> resulté en la obtencién de un
pico de actividad de CK que eluyé a ©O.02M de ClNa. Al
cromatografiar dicho pico en HAU (ver 1.2.2) se obtuvieron dos
picos de ectividad de CK, un pico menor que eluyé a 16mM Fosfato
Y un pico mayor gue eluyo entre 25mM y SOmM de Fosfato. Ambos
picos sanalizados en PAGE-SDS mostraron méé de una banda de
prote{na si bien la banda principal correspond{a al peso
molecular de la cadena polipeptfdlca de la CK-BB. La

/
purificacion de la CK-BB en HAU no fue satisfactoria.

Se decidié utilizar una columna de Hidroxiapatita
convencional como segundo paso de purificacion. Para ello se
comenzé con 1la obtencién del homogenato inicial a partir de
12.74g de tejido de cerebro de rata. La cromatograifa en
DEAE-Sephacel resolvié en un pico de actividad de CK gue eluyo a
0.02M de ClNa (Fig. 6). Dicho pico fue cromatografiado en HTP
(ver 1.2.3) con un gradiente lineal de Fosfato 5mM a 500mM,

/
obteniendo un pico de actividad gque eluyo a 18mM Fosfato (Fig.
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Fig. 6. Purificacion de la CK-BB de cerebro de rata
prepﬁber por cromatogrui{e en DEAE-Sephacel. El Homogenato
Inicial dializado contra el buffer de equilibrio fue corrido en
una columna de DEAE-Sephacel (1.5 x 30-cm) previamente
equilibrada con buffer Tris.Cl 0.01M, EDTA 1.5mM,
2B-Mercaptoetanol SmnM, pH7.6, con una velocidad de flujo de
30ml/h. La elucié% se llevd a cabo con un gradiente lineal (0O a

O.1M de ClNa, volunen total 5S00ml). Las <fracciones <fueron

analizadas por su actividad de Creatina Quinasa.



TA) . La cronatogroffu de dicho pico en HTP con un gradiente
lineal de SmM a 200mM resclvio en un pico de actividad (Fig.

/
7B> gue se cromatografio nuevamente en HTP con vun gradiente

lineal de SmM a 100mM (Fig. 7C).

Los resultados de este praimer esguema de purificacion de 1la

CK-BB de cerebro de rata son presentados en la Tabla 1.

Tabla 1

V4
Primer Esguema de Purificacion

de la CK-BB de Cerebro de Ratas (12.74qg)

Act. Frot. Act. Grado de X de
4

total total esp. purif. recuperacion
U (mg) (U/mg)

Homog.

iniciail 1828 224 8.1 i 100

DEAE 316 SO 18.3 2.3 SO

HTP-1 870 13 66.9 8.2 47

HTP-2 886 4 221.5 27.0 48

HTP-3 Sai i.8 300.5 37.0 29



Fig. 7. Purif;caciég de la CK-BB de cerebro de ratsa
prepuber por cromatografia en Hidroxiapatita. (A Las
fracciones del pico de actividad de CK obtenidos de la columna
de DEAE-Sephacel (ver Fig. ©6) fueron mezcladas, dialictadas
contra el buffer de equilibrio y corridas en una columna de
Hidroxiapatita (30 x 1.8cm) equilibrada con buffer Fosfato S=mN,
2B-Mercaptoetanol SmaM, pH6.5. Se eluyg con un gradiente lineal
de S a SO00mM de buffer Fosfato. (B) Las fracciones del pico de
actividad de CK fueron mezcladas, dializadas contra el buffer de
equilibrio y recromatografiadas en la misma columna previamente
eguilibrada. Se eluyé con un gradiente lineal de S a 200mM del
mismo buffer. (C) Las fracciones del pico de actividad de CK se
dializaron contra el buffer de eguilibrio y ase
recromatografiaron en la misma columna con un dgradiente 1lineal

de S5 a 100mM del mismo bufer.
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En cada cromatografia los eluidos del pico de actividad de

CK fueron analizados en PAGE-SDS.

/
En 1la Fig. 8 se observa el perfil electroforetico en

PAGE-SDS (ver 12) del Homogenato Inicaial (canal 2), del pico de
actividad de 1la DEAE-Sephacel (canal 3) y de 1los tres paicos
correspondientes a las tres cromatografias en HTP (canales 4,5 y
6). Se obtuvo una sola banda de 49000 proveniente de 1la
cromatograf{o en HTP con un gradiente lineal de Foafato SmM a
100mM (canal 6). La inmunodeteccié% (ver 14.1) de la
electrotransferencia (ver 13) de dichas fracciones, detectadas
con 1gG purificada de inmunosuero de conejo contra la CK-EIP o
contra la CK-BB (ver 3) mostré gue ambos antisueros reaccionaban
en todas las {fracciones con una unica banda de 49000 Qque
corresponde al peso moiecular de la cadena polipeptfdica de 1la

CK-BB.

La purificacion de la CK-BB puede ser realizada en dos
pasos: una columna de DEAE-Sephacel y una columna de HTP con un

gradiente lineal de Fosfato SmM a 100mM.
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Fig. 8. An;liais en PAGE-SDS de las <fracciones de 1la
purificac16% de la CR-BB de cerebro de rata prepéber. Canales 1
Yy Dy marcadores de peso molecular {(Fosforilasa b, S4000;
Albdmina Se;ica. 67000 Ovoalbémina, 45000; Anhidrasa Carbénica,
30000) . Canal 2, Homogenato Inicial. Canal 3, mezcla de 1las
fraccicnes del pico de actividad de CK eluido de la columna de
DEAE-Sephacel {ver Fig. 6>. Canales 4, 5 y 6, mezclas de las
fracciones de los picos de actividad de CK eluidos de 1las
sucesivas cromatografias en Hidroxiapatita {(ver Fig 7, HTP-1,

HTP-2 y HTP-3 respectivamente).

— CK-BB (49)
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En la Tabla 2 se presentan los resultados del esquema final

adoptado para la purziacacién de la CK-BB.

Tabla 2

/
Esquena Final de Puraificacion

de la CK-BB de Cerebro de kata (33.5q)

Act. Prot. Act. Grado de X de
total total esp. purif. recuperacion
U (mg) (U/ng)

Homog.

inicial 4821 679 7.1 i 100

DEAE 2458 161 1S5.2 2.1 S

HTP 1470 3.2 459 64.6 30

Las fracciones del pico de actividad de Creatina Guinasa
que mostraron una sola banda de 49000 en PAGE-SDS f{fueron
mezcladas, una parte fue alicuotada y conservada en hielo en
c;nara fr{a hasta el momento de su uso y otra parte fue

dializada contra H20, aliquotada, liofilizada y conservada a

-80Cc.



/
i1]- Comparacion de la Movilidad

Electroforetica de la CK-EIP y la CK-BB

La movilidad electroiorética en PAGE-SDS (ver 12) de 1la
! /
CK-EIP de utero de rata prepuber y la CK-BB de cerebro de rata

i
prepuber fueron comparadas.

Se observa en la Fig. 9 le electroforesis en PAGE-SDS de
los marcadores de peso molecular en el canal 1; el citosol de
utero de rata prepuber (Ref. 133> en el canal 2; el pico de
actividad de CK de 1la cromatograffa en DEAE-Sephacel (Ref. 139
en el canal 3; la CK-EIP eluida en el pico de actividad de 1la
cromatografia en HAU (Ref. 139) en el canal 4 y la CK-BB de
cerebro de rata prepuber eluida en el pico de actividad de CK de

la cromutograffa en HTP (ver 1) en el canal S.

/

Se observa gue 1la movilidad electroforetica de las
subunidades polipept{dicas de 1la CK-EIP y 1la CK-BB son
idéﬁticas, correspondiendoc a un peso molecular aparente de

439000.
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Fig. 9. Comparacié% de l1la movilidad electroiorética de 1la
CK-EIFP y la CK-BB. Canal 1, marcadores de peso molecular
{Fosiforilasa b, 94000; Albémina Sérica, 67000 Ovoalbé;ina,
45000; Anhidrasa Carbénlca, 30000; Inhibidor de Tripsina de
poroto de soja, 20000). Canal 2, Citosol de 1la purificacién de
la ¥Fri de 6tero de rata prepéber (Ref. 139>. Canal 3, mezcla
de las fracciones con actividad de CK eluidas de 1a columna de
DEAE-Sephacel de 1la purificacié; de la PrI (Ref. 139). Canal
4, la Pri eilufida de la columna de Hidroxiapatita Ultrogel (ref.
139D & Canal S, la CK-BB elu{da de la columna de Hidroxiapatita

/
de la puraificacion de la CK-BBE de cerebro de rata prepuber.
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7/

111- Eatudios _Inmunoloqigos Compara

Inmunoreactivided de la CK-EIP y la CK-BB

/
Para 1llevar s cabo los estudios i1nmunoclogicos se diapon{o

de antisuvero de cone)o contra la CK-EIP. Se produjo entonces
antinuero de conejo contra la CK-BB (ver 2) y se purificaron las
1g6 de embos inmunosueroa por columnas de Proteina A-Sepharosa

(ver 3).

Se realizaron eatudios comparetivos de la reactividad de la
CK-EIP y l1a CK-BB frente s las IgG purificadeas, Anti CK-EIP vy
Anti CK-BB, utilizando enzimoinmunoensasyo en portaobjeto (ver

16) o inmunodifuaion bidimenasional (ver 4).

111.1- EnzinQinnuoensayo en Portaobjleto (SIA)

Se utiltzé'lug de la CK-EIP o la CK-BB por c{rculoc y como
primer anticuerpo se utilizeron les IgG purificadas {(img/ml),
Anti CK-BB y Anti CK-EIP, en laa dilucionea indicadas en la

Tabla 3 donde se presentan loes resultados.



Tabla 3

Anslisis de la Inmunoreactividad de la CK-EIP vy

la CK-BB por Enzimoinmunocensayo en Portaobjeto (SIA)

Anticuerpo Antfgenos

Absorbancia a 410nm

CK-EIP CK-BB
Anti CK-BB
Dilucion
1:100 1.02 0.95
1:1000 0.951 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

Ambos anticuerpos Anti CK-EIP y Anti CK-BB reaccionaron con
la CK-EIP con igual intensidad, sin embargo el anticuerpo contra

la CK-EIP mostrJ mayor afinidad por la CK-EIP que por la CK-BB.



111.2- Innunodifus;éﬁ Bidinensional (Cuchterlony)

Para encontrar las concentraciones que permitieron
visualizar las bandas de precipitacaion se utilaizaron dos
Ouchterlony (ver <4) en cuyos circulos se podia sembrar hasta
20ul y se enfrentaron 15ug de CK-EIP en el circulo central de
una de las Ouchterlony y 15ug de CK-BB en el circulo central de
la otra, contra diferentes cantidades de i1gG purifaicada de
conejo contra i1a CK-EIP vy contra 1la CK-BB (ver 3

respectivanente, segun el siguiente esquemna:

Circulo Nro igG<(ug)
1 i0
2 15
3 30
4 45
S 70
6 100

4
No se observaron bandas de precipitacion resultantes de la

interaccién entre la CK-BB e 1gG contra la CK-BB.

’

Las bandas de precipitacion resultantes de la interaccidn
entre la CK-EIP y Anti CK-EIP se muestran en la Fig. 10. Se
obtuvo una banda de precipitacién adecuada entre 15Sug de 1la

CK-EIP y 45 a 70ug de anti CK-EIP.



Fig. 10. Inmunodifusion Bidimensional. En el circulo

central se semhrd i5ug de 1a CK-EIP. En ios cfrculos Y 25 3,

4, S y 6, se sembraron 10, 15, 30, 45, 70 y 100ug de IgG de

conejo contra la CK-EIP (Anti CK-EIP) respectivamente. Se

visualiza una banda de precipitacién adecuada en intensidad vy

posiciéﬁ entre 15ug de la CK-EIP y 45 a 70ug de Anti CK-EIP.
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El siguiente paso fue comprobar si la CK-BB precapitaba con

IgG contra CK-EIP. Para ello se utilizaron dos Ouchterlony en

’
cuyos circulos

enfrentaron

pod{e sembrarse hasta 10u1l (ver 4) y se

14.3ug de la CK-BB en el circulo central de una de

les Ouchterlony y 18ug de la CK-EIP en el circulo central de la

otra, con diferentes cantidades de Anta CK-EIP sagén el

siguiente esguemna:

Cfrculo Nro Anta CK-EIP(ug)
1 S
2 10
3 15
4 20

Como se

Lo w4
precipitacion

cobserva en la Fig. 11A se obtuvieron bandas de

entre la CK-BB y Anti CK-EIP pero de menor

intensidad que las obtenidas entre la CK-EIP y Anti CK-EIP <(Fig.

11B). Se obtuvieron bandas de intensidad comparable utilizando

aproximadamente el dgble de cantidad de la CK-BB con respecto a

la CK-EIP.
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Fig. 13. Inmunodifusion Bidimensional. En los circuios

i, 2, 3 y 4 se sembraron 5, iO, 15 y 20ug de 1IgG de conejo
contra la CK-EIP <(Anti CK-EIP) respectivanmente. {A) En el
c{rculo central se sembré 14.3ug de la CK-BB. (B> En el circulo
central se sembr&ilaug de l1a CK-EIP.

Se observan bandas entre CK-BB y Anti CK-EIP (A) de menor

intensidad gue entre CK-EIP y Anti CK-EIP <(B).
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Para analizar el tipo de identidad existente entre 1lia
CK-EIP y la CK-BB se diagramé el esquema de sembrado presentado
en la Fig. 12A y se preparé una Ouchterlony de mayor tamano que
permitié el sembrado de la cantidad de protefna requeraida para
obtener las bandas adecuadas. Para ello se uwt1l112zd un vadrio de
8 x 8 cm enmarcado con tela adhesiva en el que se deposité 25ml
de agar 1%, los pozos se marcaron con cilandros metél;cos y se
retiré el agar por 5uccz6%, produciendo pozos en los gue =se
senbrd hasta 30ul por vez. La CK-EIP sembrada presentaba

/
1580cpm de 3H y 157cpm de 14C por ug. Se sembro con el

siguiente esguema:

c{rculo Nro Anti CK-EIP(ug) CR-BB(ug) . CK-EIP(ug)
1 36
2 60
3 70
4 60
S 75
6 a5

Se cbserva en la Fag. 12:

. N4 4 < - R .
A- La disposicion de los caircuios sembradcos
. . . I -,
B- Bandas de precipitacion tenidas
C- Bandas de precipitacion sSain tenar

D- Hutoradiogref{a



/
La Dbanda de precapaitacaion formada entre la CK-BB vy

CK-EIP <(Fag. 12 B y C, circulos 2 y 3) se une totalmente a
banda 'de prec;pztaczé; formada entre la CK-EIP y Anta CK
(Circulos 1 vy 2), mientras que esta &ltima banda muestra
alargamiento (espolon) que indica la presencia de uno o
epitopes en la CK-EIP que no estén presentes en la CK-BB, es
reacc1é£ de identidad parcial. La autoradiograi{a (ver

muestra que las bandas 1 y 2, 1 y S, y 1 y 6 (Fig. 12 D)

radiocactivas.

Anta

la

-EI1P
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Fig.

ios circulos sembrados: s B
CK-EIP, 3:

de Anti CHK-EIP, 6:

Fig.
en las
Fig. i12a
Coomasie
entre la

ia banda

{pozo 2)

’ /
12A. Inmunodifusion Bidimensional. Disposicion de

36bug de i1a CK-EIP, 2: 60ug de Anti

70ug de la CK-BB, 4: 60ug de Anti CK-EIP, S5: 75ug
45ug de Anti CK-EIP.
1ZB. Se sembraron la CK-EIP, l1a CK-BB y Anti CK-EIP

7
concentraciones y con la disposicion detaliadas en 1la

o= < 4 -~
. Se observan las bandas de precipitacion tenidas con
4

/
Brillant EBlue. El espolon de la banda de precipitacion

CK-EIP (pozo 1) y Anti CK-EIP (pozo 2} que se separa de

/
de precipitacion entre la CK-BB {(pozo 3> y Anti CK-EIP

/

indica una reaccion de identidad parcial.
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Fig. 1z2C. Inmunodifusxé% Bidimensiocnal. Se sembraron lia
CK-EIP, l1a CK-BB y Anti CK-EIP en 1la concentraczd% Yy d1sposici$§
detalladas en lia Fig. 12A._ Se observan las bandas de
precipitacié% sin tenir. El espolén de 1la banda de
precipitacién entre la CK-EIP {(pozo 1) y Anti CK-EIP (pozo 2)
gue ase separa de la banda de precipitaciéﬁ entre la CK-BB (pozo

’
3 y Anti CK-EIP (pozo 2) indica una reaccion de identidad

parcial.
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/

Fig. 12D. Innunodliusléh Bidimensional: autoradiograffa.
Se sembraron la CK-EIP, la CK-BB y Anti CK-EIP en 1ia
concentracién Y disposiczén detalladas en la Fig. 12A. Luego
de obtenidas las bandas de precipitacién, la Ouchterlony se secé
a temperatura ambiente, se rocid con EN3HANCE Spray y se
autoradiografié con pel{cula Kodak X-Omat AR a -80CC. Se
observan las bandas radiocactivas entre los circulos 1 Yy 2, ¥y S
y entre 1 y 6 correspondientes a la precipitacién de la CK-EIP.
El espolé% formado por 1la reaccigg de identidad parcial entre la

CK-EIP, la CK-BB y Anti CK-EIP, gue se visualiza en laa Fiqg.

i12B y 12C presenta radioactividad {(banda entre los pozos 1 y 2).
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IV- Comparascion de Propiedades Quimicas

x,Flslcoqu{mlcas de _la CK-EIP y ia CK-BB

Iv.1~- Isoelectroenfocado

Se utilizaron O0.75ml de Anfolitos pH 3.5-5 y 2.25ml1 de
Anfolitos pH 5-8 pars 1lia preparac1o; de un PAGIEF (ver 7>. Se
sembrg 20ug de la CK-EIP en el canal 2, una mezcla de 20ug de 1la
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 1soeléétrico, en el canal Z 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 Dbanda perfectamente enfocada. Los puntos
isoeléctricos fueron calculados de acuerdo a 1los puntos

isoeléctricos de los marcadores, siendo el pl de la CK-EIP de

4.5 y el de la CK-BB de 4.8.

Se preparé otro PAGIEF con 1.25al de Anfolitos pH 3.5-5 vy
1.75m1 de Anfolitos pH S5-8. Se sembré 20ug de l1la CK-BB en el
canal 2 vy 20ug de la CK-EIP en el canal 3. Se observa en 1la
Fig. i4, en los canales 1 y 4 1los patrones de punto
isoeléctrico, en el canal 2 una banda gruesa, un chorreado vy
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 pl presentado

por la CK-EIP fue de 4.4 y el de la CK-BB de S.0.



0

Al

P
30
)

l N

)

Rl LT

-1

B S e

b
b

Fig. 13. Iscelectroenfocado de la CK-EIP y ia CK-BB en
gel de Poliacrilamida (PAGIEF). En los canales 1 y S 1los
marcadores de punto isoeléﬁtrico (Amiloglucosidasa de
Aspergillus, 3.65; Inhibidor de Tripsina de poroto de soja,
4.55; E-Lactoaibumina CAD de leche bovina, 13 Anhidrasa
Carbonica B de eritrocitos bovinos, 5.85; Mioglobina porcina,
6.55 y Miogliobina Trifluoracetilada egquina, 6.85). 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, 20ug de la CK-BB.
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Fig. ig. Isoelectroenfocado de la CK-EIP y ia CK-BB en

gel de Poliacrilamida (PAGIEF>. En los canales 1 y 4 1los

7
marcadores de punto iscelectrico {Amiloglucosidasa de

Aspergilius, 3.65; Inhibidor de Tripsina de poroto de soja,

4.55; B-Lactocalbumina {A) de leche bovina, 5133 Anhidrasa

Carbonica B de eritrocitos bovinos, 5.85; Mioglobina porcina,

6.55 y Mioglobina Trifluoracetilada eguina, 6.863. En el canail

2, 20ug de la CK-BB. En el canal 3, 20ug de la CK-EIP.
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. /
Iv.2- Digesticnes Guaimicas

~ /
IV.2.1- Digestion con Acicdo Formico #&8=%

Se digirieron 100ug de la CK-EIP y la CK-BB respectivamente
/
en 200ul de HCOOH &8%, durante Z4hs a 37°C. lLa digestion

fue parade por congelamiento a -80°C, La muestras se

liofilizaron y se analizaron en PAGE-SDS (ver 12).

En 1la Fig. 15 se observa el perfal electroforéiico en
PAGE-SDS al 15x de la d1gestié; de la CK-EIP en el canal 1 y de
la digestzé; de la CK-BB en el canal 2, mostrando dos bandas
intensas Yy varias bandas menores en ambas digestiones con un

/
perfil aidentico.

/
La digestion de ambas proteinas fue repetida en las mismas
/
condicaones Yy el perfil electroforetaico en PAGE-SDS al 15x de
las digestiones de ambas proteinas <fue analizado por

densitometr{a {ver 12)>.

En la Fig. 16A =se observa 1la densitometr{a del gel corrido
con la digestién de la CK-BB y en la Fig. 16B la densitometria
/
del gel corrido con la digestion de la CX-EIP, mostrando ambas

/
un perfil identico.



Fig. 15. An;lisis, en PAGE-SDS 15% de los productos de
las digestiones qu{mlcas de la CK-EIP y la CK-BB con HCOOH 88x%.
En el canal 3, marcadores de peso molecular (Fosforilasa b,
34000; Albumina Serica, 67000; Ovoalbumina, 45000; Anhidrasa
Carbd;ica, 30000; Inhibidor de Tripsina de poroto de soja, 20000
y 0C -Lactoalbumima, 14400). En el canal i, los pé;tidos de 1la
digestién de Z0Oug de la CK-EIP. En el canal 2z, los péptidos de

/
la digestion de ZOug de la CK-BB.
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Fig. 16. Analisis densitométrico del PAGE-SDS 15% de los
productos de las digestiones qu{micas de la CK-EIP y 1la CK-BB
con HCOOH 88%.(A) Densitometria del canal del PAGE-SDS donde se
corrieron los productos de la digestién de 20ug de l1la CK-BB.
(B> Densitometria del canal del PAGE-SDS donde se corrieron 1los
productos de 1la digestién de 20ug de 1a CK-EIP.
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IV.2.2- Digesrtiocnes con_ Acico Clornicrico Y

¢ /
Eromuro de Cianogeno _en Acido Clorhidrico

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 1liofilizados
/
en 3100ul)l de una solucion de 1.8mg de BrCN por ml de ClH O.1N.
Se dejo digerir a temperatura ambiente por 24hs, se neutralaizo

con NaOH O.1N, se liofiliz&‘y analizé en PAGE-SDS 10X (ver 12).

Se observa en la Fig. 17 el perfil electroforético en

/
PAGE-SDS, en el canal 1 se sembro 40ug de la CK-8B control, en
los canales 2, 4 ¥y 5 las digestiones de los 65, 40 y 140ug de 1la

CK-BB respectivamente y en el canal 3 los patrones de PHM {(ver

i12>.
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Fige i17. Anglzsis en PAGE-SDS 10% de los productos de 1la
digestién qufmica de la CK-BB con BrCN (1.8mg/ml) en ClH O.1N.
Canal i, 40ug de 1ia CK-BB. Canales 2, ¢4 y 5§ los productos de
las digestiones de 65, 40 y 140ug de la CK-BB respectivamente.
Canal 3, los marcadores de peso molecular (Fosforilasa b, 394000;
ﬂlbdmina Sérica, 67000 Ovalbémina, 45000; Anhidrasa Carbénica,

3000073 .
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FPara realizar el estudioc comparativo entre la CK-EIP y 1la
/
CK-BB se utilizo 100ug de proteina llevandose adelante el

siguiente protocolo:

100ug de l1a CK-EIP y de 1la CK-BB 1liofilizadas <fueron
resuspendidos en 70ul de NP-40 0.1% y se agregaron 125ul de una
solucion de 1.8mg de BrCN por ml de ClH O.1N respectivamente.
Para ver el efecto del ClH sobre ambas proteinas se resuspendié
20ug de cade una en 490ul de NP-40 y se agregé 25ul de C1lH ©.1N
respectivamente. Se deJJ digerir por 24hs a temperatura

/ J 1
ambiente, ae neutralizo con NaOH O.1N, liofilizo y analizo en

PAGE-SDS 15x%.

Se observa en la Fig. 18 el perfil electroforético en
PAGE-SDS, en los canales 1 y 6 los patrones de PM (ver 12), en
los canales 2 y S el efecto del ClH sobre la CK-EIP y 1a CK-BB
respectivamente y en 1los canales 3 y 4 los productos de 1la
digestiéﬁ con BrCN de la CK-EIP y la CK-BB respectivamente. Se
visualizan las diferencias en el comportamiento de ambas

proteinas frente al ClH 0.04N y frente al BrCN en ClH O.0O6N.
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Fig. 1i48. An;lxsls en PAGE-SDS 10% de los productos de las
digestiones qu{micas de la CK-BB y la CK-EIP con ClH 0.04N y con
BrCN (1.8mg/m1> en C1lH O.OEN. Canales 1 y 6, los marcadores de
peso molecular (Fosforilasa b, 94000; Alb&mina Sé}ica, 67000;
Ovalbgnina, 45000; Anhidrasa Carbénlca, 30000; Inhibidor de
Tripsina de poroto de soja, 20000). Canal 2, productos de 1la
digestién de la CK-EIP con ClH 0.04N, Canal 3, productos de 1la
digestién de 1la CK-EIP con BrCN. Canal 4, productos de 1la
digestién de 1la CK-BB con BrCN. <Canal S, productos de 1la

digestién de ia CK-BB con ClH ©O.04N.
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Vs
IV.2.3- Digestiones con_Acido Formico 70Xx

/
y Bromuro de Cianogeno en Acido Formico 70%

Para poner a punto las condiciones a uvtilizar se llevaron a

cabo las siguientes digestiones con la CK-BEB:

-Se preparararon dos tubos con 100ug de 1la CK-BB
lJiofilizada en cada uno y se resuspendierocn en 100ul de una

/
solucion de 1.5Smg de BrCN por ml de HCOOH 70X%.
~Se prepararon dos tubos con 100ug de la CK-BB 1liofilizada
’
en cadea uno y se resuspendieron en 100ul de una solucion de

15.0mg de BrCN por ml de HCOOH 70%.

/
Se dejo digerir un tubo de cada una de 1las preparaciones

por 24hs a temperatura ambiente y en oscuridad. Los otros dos

tubos se mantuvieron a temperatura ambiente por 24hs en
,

presencia de luz. Se paré la digestion por congelamiento a

/
-800C. Se liofilizo y sembré en PAGE-SDS 15x <(ver 12).

En la Fig. 19 se observa el perfil electroforé&ico, en los
canales 1 y 6 los patrones de PM {(ver 12), en los canales 2 y 3
la digestiéh de la CK-BB con 1la soluciéh de 1.5mg de BrCN a 1la
luvz y en oscuridad respectivamente y en los canales 4 y 5 1la

digestién de la CK-BB con la soluczén de 15.0mg de BrCN & ia luz
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Fig. 19. Anélisis en PAGE-SDS 15% de los productos de las
digestiones qu{mlcas de la CK-BB con BrCN en HCOOH 7¢C%. Canales
1 y 6, los marcadores de peso molecular (Fosforilasa b, 340003
Albﬂmina Sérica, 67000; Ovalbémlna, 45000; Anhidrasa Carbénica,
30000; Inhibidor de Tripsina de poroto de soja, 2C000;
o-Lactoalbunmina, 144005 . Canales 2 y 3, productos de las
digestiones de la CK-BB con BrCN (1,5Smg/mi) llevadas a cabo en
presencia de luz y en oscuridad respectivamente. Canales 4 y S,
productos de las digestiones de la CK-BB con BrCN (15.0mg/m1)

llevadas a cabo en presencia de luz vy en oscuridad

respectivamente.
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Yy en oscuridad respectivanmente. Se visualiza gue no hay
diferencia en las digestionea por la presencia de la luz y gue

4 / 7
se logro una digestaion de toda la proteina utilizads en

/ ’
presencia de la s8olucion mas concentrada de BrCN pues esta

ausente la banda de pesao molecular 49000 (canales 4 y 5).

Para e}l estudio comparativo de la CK-EIP y 1la CK-BB =ae

’
llevo adelante el siguiente protocolo:

Se resuspendieron 100ug de la CK-EIP y de 1a CK-BB en 25S0ul
de una solucion de 15.0mg de BrCN por ml de HCOOH 70%, NP-40
0.1% respectivamente. Para ver el efecto del HCOOH sobre ambas
prote{nas se resuspendieron 20ug de cada una en 50ul de HCOOH
70%, NP-40 O.1x. Se dej& digerir por 24hs a temperatura
ambiente y se paré la digestidﬁ por congelamiento a -80€C,.

’
Se liofilazo y sembré en PAGE-SDS 15X (ver 12).

Se observa el perfil electroforético en la Fig. 20, en los
canalea 1 y 6 los patrones de PM (ver 12), en los canales 2y S
el efecto del HCOOH 70X scbre la CK-EIP y 1la CK-BB
respectivamente y en los canales 3 y 4 el efecto del BrCN en
HCOOH 70X sobre 11la CK-EIP y la CK-BB respectivamente. Se
visualiza un comportamiento diferente de ambas prote{nas frente

al HCOOH 70%, y un perfil identico con BrCN en HCOOH 70%.
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Fig. 20. An411515 en PAGE-SDS 15% de los productos de las
digestiones qu{micas de 1la CK-BB'V la CK-EIP con HCOOH 70% y con
BrCN {1Smg/ml) en HCOOH 70%. Canales 1 y 6, los marcadores de
peso molecular (Fosfiorilasa b, 394000; Albémina Sérica, 57000:;
Ovalbémina, 45000; Anhidrasa Carbénica, 30000; Inhibidor de
Tripsina de poroto de soja, 20000; a-Lactoalbumina, 144003 .
Canales 2 y S, productos de las digestiocones de la CK-EIP y 1la
CK-BB con HCOOH 70% respectivamente. Canales 3 y &, productos

de las digestiones de i1a CK-EIP y la CK-BB con BrCN en HCOOH 70%

respectivamente.
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7/
IV.3- Digestiones Enzimnaticas

/
IV.3.1- Digestion con Tripsina

/
La CK-EIP y 1la CK-BB fueron digeridas en adenticas
condiciones con Tripsina (ver 6.1) y los pébtxdos producto de 1la

/ /
digestion se analizaron por cronatograffa de alta presion (ver

15.

En 1la Fig. 21A se observa en el cromatograma de 1la
digestién de la CK-BB con Tripsina un pico a 63.94” gue no se

halla presente en el cromatograma de 1la CK-EIP (Fig. 21B)>.

IV.3.2- Diqestxdﬁ con Clostripain

Se digirieron SOug de la CK-EIP y 65ug de 1la CK-BB con
Clostripain en idénticas condiciones (ver 6.3) y se analizaron

los péptidos producto de 1la digestién por cromatograf{a de alta

’
presion (ver 15).

En 1la Fig. 22 se observan los cromatograras de 1la

’
digestion de la CK-BB (A) y de la CK-EIP (B) con Clostripain.



A BSORBANCIA

—
——
—

.

25 50 75 100

MINUTOS

comienzo 4

/
Fig. 21. Analisis por HPLC en fase reversa de

’
productos de las digestiones enzimaticas de la CK-BB

(Cromatograna {A)) y de 1la CK-EIP <(Cromatograna (BY)

Tripsina. Las corridas se llevaron a cabo en una columna

Agquapor Octyl RP-300 utilizando como solvente A: 0.1x

F3C-COOH y como solvente B: 90% de H3C-CN, 0.1X%

F3C-COOH produciendo un gradiente lineal de O a 60% de B en 60

min a 0.6ml/min. La absorbancia se registro a 229nm.
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Fig. 22. Analisis por HPLC en fase rTeversa de 1los
prcocductos de las digestiones enzimaticas de la CK-B8B
{Crcmatograna (A)) y de 11la CK-EIP {(Cromatograma (B)) con
Clostripain. Las corridas se llievaron a cabo en una columna
Aguapor Octyl RP-300 utilizando como solvente A: 0.1% de
F3C-COOH y comoc sclvente B: 90% de HzC-CN, O.1%
F3C-COOH produciendo un gradiente lineal de O a 60% de B en

60min a 0.6ml/min.

4
La absorbancia se registroc a 229nnm.



Si bien laa areas relativas de los picoa son diferentes, los
/
picos mayores presentan un perfil identico en ambos

cromatogranas.

/
IV.3.3- Digestaion con Quanmotripsaina

Se digirieron la CK-EIP y la CK-BB en idénticaa condiciones
con Quimotripsaina (ver 6.2) y se analizaron 1los pébtzdos

producto de la digeatzdn por cromatograf{a de alta presxén (ver

15).

En 1la Fig. - 23A se observa en el cromatograma de 1la
digestiéﬁ de la CK-BB con @Quimotrapsina un pico menor a 22.80°
que se halla auaente en el cromatograma de la CK-EIP (Fig.
z3B). Todos 1los picos mayores son idénticos en ambos

cromatogranas.
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Fig. 23. Analisis por HPLC en fase reversa de 1los
productos de las digestiones enzimaticas de la CK-BB

(Cromatograna <(A)) y de 1la CK-EIP <(Cromatograma (B))> con
Cuimotripsina. Las corridas se llevaron a cabo en una colunmna
Agquapor Octyl RP-300 utilizando como solvente A: 0.1% de
F3C-COOH y como solvente B: 90% de HZC-CN, 0.1x%

F3C-COOH produciendo un gradiente lineal de O a 60% de B en

/
60min a 0.6ml/min. La abscrbancia se registro a 229nm.
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V- Aislanmiento del AKN-m de Crestaina Quinasa Inducada

/
peor Estrogeno (CK-EIP) en Utero de kata Prepdber

El ARN-m de 1a Creatina Quinasa inducida por estrégeno en
uQero de ratas prepdber se halla en baja proporczd; con respecto
a la cantidad total de ARN-=. Parcial purif;cac16; del masnmo
fue lograda mediante la deteccid; de incorporaczén diferencial
en la marcacidn radioactiva de los productos de la treducczd% in
vitro del ARN-m obtenido de étero de rata prepéber y de Utero de
rata prepéber inducida por estrogeno. Se confirné que el
polipeptido que sase diferenciaba era tambien producto de 1la

/
traduccion in vitro del ARN-m de rata adulta. El ARN-» de 1la

CK-EIP fue parcialmente purificado en un gradiente de Sacarosa.

V.1- Obtencaion del ARN-m poli A«

/
Se 1llevaron a cabo varias preparaciones de ARN-m de utero
’ / ’
de 1rata prepuber, de rata prepuber inducida por estrogeno y de

rata adulta.



V.1.1- Obtencion de AKN-n poliy A+ de Utero ae

/
Ratas Prepuberes

Se utilizaron los Jteros de 95 ratas prepuberes (18 a 21
dias de vida) extraidos una hora despuég de ser ainyectadeas
intraperitonealmente con 300ul de solucion f;szoléﬁica al 1X en
Etanol. Los 6teroa pesaron 1.74g (0.018g de peso por diero).
Se obtuvo 2.23mg de ARN total wutilazando el mélodo de

ClCs/Isoticocianato de Guanidina (ver 8.1).

Se cronatografié 1.12mg del ARN total en 0Olaigo(dT)-Celulosa
{(ver 8.2) y se obtuvo 60ug de ARN-m (ARN-m de primera eluc;&%),
en 4ml gue se llevaron a O0,SM en ClLi. Se calenté a 65°C vy
se sembré en lao columno previamente egquilibrada con el buffer de
sembrado. Se recogieron fraccionea de 0.5ml (20ml en totasl) en
las gue la A2g0 ©ra cero, lvego sase eluyé con el buffer de
elucién y se recuperé 29ug (48.3%) de los 60ug sembrados (ARN-m
de segunda elucién). Se tomaron alicuotas con 9ug de ARN-m de
primera elucién Yy 9ug del ARN-m de segunda elucicn a las gue ae
agrego 2.5 y Sug de ARN-t respectivemente, Acetato de Sodio 0O.1M
concentracion final y 2.2 volgﬁenes de etanocl, se dejé
precipitar por 2Z2hs a -20°C, se centrifugg a 8000 rpm por 1h
Y &se resuspendieron los precipitados en 3ul de H20. Loa

’
elu{dos de ARN-m de primera Yy segunda elucion fueron

cromatografiados en gel de agarosa al 1%,



/s
En la Fig. 24A se observa en la corrida cromatografica en

gel de agarcsa al 1X (ver 11): en el canal 1 los fragmentos de
restr;cc;é; obtenidos de la digestion del ADN del Bacteriofago
Lambda cepa c¢cI ts 857 Sanm 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 wutilizado en 1la preczpztac1o; de bajas
cantidades de ARN-n, en el canal 3 y 4 se sembré lug de los
2.23mg de ARN total obtenido del utero de las ratas prepuberes y

en el canal 5 los pstrones de peso molecular de ARN-r 165 y 23S

de E. coli.

En la Fig. 24B se observa la corrada cronatogrd&zca en gel
de agarosa al 1% (ver 11) de 3 y 6 ug del ARN-m de primera
eluc16; en los canales 1 y 2 respectivamente, de 3 y 6 ug del
ARN-m de segunda eluc;dﬁ en los canales 3 y 4 respectivamente Yy

de los marcadores de peso molecular 16S y 23S ARN-r de E. coli

en el canal 6.

Se aprecia en la Fig. 24B gue el perfil electroforético
del ARN-m de praimera (canales 1 y 2) y de segunda elucién
{canales 3 vy 4) no mostraron diferencia entre sf Y Qque estan
ausentes las bandas del ARN-r eucaridtico 185 y 285 del ARN
total {(gue se muestran en los canales 3 y 4 de 1a Fig. 2Z4A)>.

El ARN-m de primera elucid; no se sembré por segunda vez &n

la columna de 0ligo(dT>-Celulosa pues no se obtuvo mayor pureza



Fig. 24. Angalsls por cromatograf{a en gel de agarosa al
1% del ARN total y ARN-m obtenido de Jtero de ratas prepreres.
(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, iug de
ARN total de étero. Canal S, marcadores de peso molecular,
ARN-r 16S y ARN-r 23S de E. coli. (B> Canales 1 y 2, ARN-m de
primera elucién, 3 y 6 ug respectivamente. Canales 3 y 4, ARN-m
de segunda eluc;én, 3 y 6 ug respectivamente. Canal S5,

marcadores de peso molecular, ARN-r 16S y ARN-r 23S.
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/ /;
en el ARN-m de segunda elucaon y se perdio alrededor del S0%.

/ /
El resto del ARN total (1.1Zmg) de utero de rata prepuber

fue cromatografiado y se obtuvo 60ug de ARN-m.

V.1.2- Obtenczén del ARN-» poli A+ de Utero de Ratas

/ - /
Prepuberes Incucidas por Estroqeno

Se utilizaron los Jteros de 95 ratas prep&ﬁeres (18 a 21
dias de vida) extraidos una hora despues de ser inyectadas
intreperitonealmente con Sug de 17B-Estradiol en 300ul de
soclucion fisiolééica al 1% en Etanol. Los Jteros pesaron 1.92g
(0.02g de peso por uterod. Se obtuvo 1.76mg de ARN total por el
mé{odo de ClCs/Isotiocianato (ver 8.1) y 180ug de ARN-m por

cronatograf!a en 0ligo(dT)-Celulosa (ver 8.2).

7
V.1.3- Obtencicon de ARN-m de Utero de Ratas Adultas

Se utilizaron 1los dteros de 21 ratas adultas que pesaron
8.6g (0.41g de peso por utero)d. Se obtuvo el ARN total por el
nétodo de ClCs/lIsotiocianato (ver 8.1) utilizandc un tubo Corex
de 125 ml donde se precipitaron las fases acuosas que conten{an
el ARN. Se centrifugg a 3000rpm durante 1i3hs, se separé el
sobrenadante y se conservé a -200C. El precipitado fue

resuspendido en iml del mismo sobrenadante, colocado en un tubo
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Eppendorf y centrifugado a 8000 rpm por 1h a -15S°C, Se
/ ‘ /
separo el aobrenadante, se dejo drenar el tubo y se redisolvao

el precipitadoc en H20. Se obtuvieron 5.5mg de ARN total.

Observando gue en el caso del procesamiento de los Jieros
de ratas preprerea (ver V.1) se obtuvo 1.268mg de ARN total por
grano de tejido, en el caso del procesamiento de los uteros de
ratas prepdberea inducidas por estrégeno (ver V.2) se obtuvo
0.916ng de ARN total por gramo de tejido y en el caso del
procesamiento de los dteros de ratas adultas se obtuvo 0.639mag
de ARN total por gramo de tejido s=e deczdig controlar ai la
centrifugacién del tubo Corex de 125ml por 13hs a 3000rpm habia
sido suficiente pars bajar todo el ARN. Para ello se toné parte
de dicho sobrenadante en un tubo Corex de 25ml y se centrifugé a
8000 rpm por 1h y efectavamente se obtuvo un precapatado visabilie
gue disuelto en H20 absorbia a 260nm, las condiciones

o - . 4
utilizadas en 1la centrifugacion fueron 2i1nsufacientes para

recuperar cuantitativamente el ARN-m.

I
Se cromatografio en 0l1go(dT)-Celulosa ioa 5.5mg de ARN

/
total de utero de rata adulta y se cbtuvo 204ug de ARN-m.



/
V.2- Traduccion 1n vaitro de ARN-m» poli A~

!
de Utero de Rata Prepuber, de Utero de Kkata Inducaica

’
con Estrogeno y de Utero de Rata Adulta

/
La treduccion in vitro en lisado de retaiculocitos de conejo
/
{ver 10), se llevo a capo por duplacado utilazando dilucaones

dobles sucesivas hasta 1/16 del AKN-m partiendo de 2ug/ul <(ver

8.2>.

Una vez evaluada 1la 1ncorporacién de amznogéido tratiado a
prote{na por sobre el valor del blanco, se mezclearon los
duplicados y se cromatografié en PAGE-SDS. El gel fue tenido,
fotografiado y fanalmente cortado en segmentos de 2mm Que se
digerieron con ©0.5ml de H202 al 30x a 80°C. Se
agrego Aguasol vy se analizg la radiocactividad en el canal de

Tritio de un contador de centelleo l{quldo (ver 12>,

En 1la Fig. 25 <(Ref. 142> se presenta el perfil
/
radiocoactivo en PAGE-SDS de los productos de la traduccion de los

ARN-m de:

-Jtero de rata adulta (tres meses de vida),

-Utero de rata prepﬂber {18 a 21 dias de vida) obtenidos una
hora despues de ser inyectadas intraperitonealmente con Sug de
17B-Estradiocl en 0.3ml de solucién fisiolégica al 1% en Etanol y

/ / ;
-utero de rata prepuber obtenidos una hora despues de ser
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Fig. 25. Analisis por PAGE-SDS 10% de los productos de 1la
traduccmén in vitro del ARN-m pola A+ de Utero de rata adulta vy
prepéber. &—A, Jtero de rata adulta (3 meses de vida)d. -6,
étero de rata prepuber extrafido una hora despues de inyectar
intraperitonealmente Sug de 17B8-Estradicl en 0.3ml de soluci&%
fisiolégica al 1% de Etanol. oc-o, Jtero de rata prepéber
extrafido una hora despues de inyectar intraperitonalimente 0.3ml
de solucién fisiolégica. A-4, control de 1la traducciéﬁ sin

’
agregado de ARN-m poly A+. Se corto el gel en segmentos de Zmnm,

/ /
se digirioc en H292 y se analizo la radioactividad.
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4
inyectadas intraperitonealmente con 0.3ml de aolucion

fiszoléé;ca al 1% en Etanol.

Se observs un pico en el trozo Nro 16 del PAGE-SDS corraido
. / /
con los productoe de la tragduccaion de los ARN-m de vutrero de
/
ratas adultas o0 1i1nducidas por estrogeno, gque no se hallaba
/ /, .
presente en el caso de utero de rata prepuber ni en el planco de
/

/ ’
la reaccaon. El peso molecular de dicho polipeptado oscilo

entre los 43 y 45 Kd.

/
Los productos de la traduccaion ain vitro fueron corridos en

PAGE-SDS vy electrotransferidos a Nitrocelulosa (ver 13). La

/
inmrunodeteccion (ver 14) con Ant: CR-BB y Proteaina A marcada con

1251 (ver 14.2> fue negativa.

’
V.3- Purafaicacion del ARN-m de CK-~-EIP

por Gradaiente de Sacarosa

Se utilizaron 100ug de ARN-m poli A+ de Jtero de rata
obtenidos 1h despues de ser inyectadas aintraperaitonealmente con
0.3ml de solucié% fisiolééica al 1% en Etanol y 100ug de ARN-nm
poli A+ de étero de rata obtenados 1h despues de ser inyectadas
intraperitonealmente con 5Sug de 17B-Estradiol en 300ul de
solucion fasiologica al 1% en Etanol. Se corrieron en un
graediente de Sacarosa 4 a 20% respectivamente (ver 9). Se
obtuvieron 28 tubos por cada uno de los gradientes fraccionados

Y s& numeraron de 1 (4% de Sacarosa) a 28 (20% de Sacarosal). E1l
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ARN fue precipitado luego redisuelto en 2Zul de H2O0.

Se a@analizaron todos los precapitados por traduccio% in
vitro en 1lisados de reticulocitos (ver 10) que fueron luego
senbrados en PAGE-SDS (ver 12) y electrotransferidos (ver 13) a
Nitrocelulosa. Se utilzz& en praimera instancia IgG purificada
de conejo contra CK-EIP como primer anticuerpo y se reveld con
Proteina A marcada con 1251 (ver 14 y 14.2). Se detecto 1la
presencia de una banda proteica en la corrida del tubo Nro 7
{10% de Sacarosa) del fraccionamiento del gradiente del ARN-m de
utero de rata ai1nducida con estrégeno, cuyo peso molecular era

nuy cercanoc al de la CK-EIP.

En 1la Fig. 26 se presenta la autoradiografia de 1la
Nitrocelulosa tratada con 1g6G contra CK-EIP como pramer
anticuerpo Yy revelada con Proteina A marcada con 1251,

proveniente de la electrotransferencia de la corrida en PAGE-SDS
de 2ug de la CK-EIP en el canal 1, de 40ul provenientes de 1la
traducczéﬁ in wvitro del tubo nﬁﬁero 7 (10% de Sacarosa) del
gradiente de Sacarosa del ARN-m proveniente de Jiero de ratas
inducidas con estrégeno en el canal 2 y de 40Oul provenaientes de
la traduccién in vitro del tubo nﬁ%ero 7 (10% de Sacarosal) del
gradiente de Sacarosa del ARN-m proveniente de ratas prepd%eres
control en el canal 3. Se observa la presencia de una banda
radioactiva, debida al reconocimientoc de una cadena

polipept{dica de peso molecular muy cercano al de la CK-EIP,
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Fig. z26. Analisis por Inmunodeteccion en Nitrocelulosa de

la electrotransferencia del PAGE-SDS de los productos de la

traduccion in vitro del ARN-m poli A+ de étero de rata
purificados por gradiente de Sacarosa. La inmunodeteccid; se
llevé a cabo con IgG Anti CK-EIP y Proteina A marcada con
1253, Canal 1, 2ug de la CK-EIP. Canal 2, producto de 1la

traduccion de ARN-m poli A+ del tubo ndkero 7 (10%) del
gradiente de sacarosa (4-20%> del ARN-m poli A+ de étero de rata
prepdber inducida con estrégeno. Canal 3, producto de 1la

7/
traduccidn de ARN-nm poli A+ del tubo numero 7 del gradiente de

i
sacarosa del ARN-m poli A+ de utero de rata prepﬁber.
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presente en los productos de traducczéﬁ del ARN-m polai A+ de
Jtero de rata inducida por estrd%enos luego de ser fraccionado
en un gradiente de Sacarosa {(canal 2). Dicha banda no estaba
presente en el caso de los ARN-m pola A+ de Jtero de rata

4
prepuber sin inducir <{(canal 3).

Se <fraccaonaron varias preparacaiones de ARN-m poli A-,
proveniente de utero de ratas prepuberes :i1nducadas con estré%eno
y de ratas prepéberes 2in anducir, en gradiente de sacarosa y se
analizaron los productos de la traducc1é% in vitro de los tubos
6, 7 y & de los <fraccionanmientos uvtilizando en la
inmunodeteccié& 1gG de conejo contra CK-BB (ver 14 y 14.2) y el
MAD-28AF (ver 14 y 14.3>. La banda correspondiente a una cadena
polxpept{dlca de peso molecular muy cercano al de la CK-EIP

/
reacciono con ambos anticuerpos.



DISCUSION

A- Comportamiento Cronatqgréfico;xﬁHov;lidad

/
Electroforetica de la CK-EIP y 1la CK-BB

La gran diferencia de concentracién de la Prl en cerebro de
rata con respecto a Jtero de rata (SOug de la Prl obtenidos de
100 dteros de ratas prepreres (Ref. 139) qQque pesan
aproximadamente 1.9g comparado con 30mg de la CK-BB obtenidos de
210g de cerebro de rata (Ref. 137) gue representan

aproximadamente 170 cerebros de rata prepuber), hacian del

/
cerebro el organo de eleccion para la purificacion de la Prl.

Reiss y Kaye <(Ref. 137> identificaron a 1la CK-BB de
cerebro de rata como el principal componente de la Prl de utero
de rata basandose entre otros parametros en el comportamiento
cronatogr;fico de la Prl y de la CK-BB obtenido al suplenmentar
el sobrenadante de un homogenato de cerebro de rata con
sobrenadante de un citosol de ratas prepéberes inducidas con
estrégeno Yy marcadas con [3551-Hetionina. Siguiendo el
comportamiento cromatogréfico de la CK-BB por su actividad
enzimético y el de la Prl por su marcacién radiocactiva, anbas

. . C e s
copurificaban en los sucesivos pasos de purificacion.
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’ Y
Se asumio entonceas gque el esguena de purificacion de la Prl

/ /
de vutero de rata prepuber descripto por Kumar y col. (Ref.
133) que s8e 7Tealizabo de rTutina en el laboratorio podfa

7
utilizarse para obtener la Prl de cerebro de reta prepuber.

La CK-EIP y 1la CK-BB mostraron el mismo perfil en la
cromatograf{a en DEAE-Sephacel, eluyendo a 0.02M ClNa (Fig. 2A
y 6 respectivanente). La cronatograffa en Hidroxiapatita
Ultrogel <(HAU) del pico de actividad de CK obtenido en
DEAE-Sephacel en 1la purificacién de la CK-EIP de Jtero de rata
prepéber resolvia en un pico de actividad que eluia a 8mM de
fosfato (Fig. 2b) y gue analizado en PAGE-SDS mostraba una
d%ica bandea de peao molecular aparente 49000 (Fig. 3, canal 4).
La cronotograffu en HAU del pico de actividad de CK obtenido de
la cclumna de DEAE-Sephacel en 1la purificaciég de 1la CK-BB,
resolvié en dos picos de actividad de CK, un pico menor Qgue
eluia a 16mM de fosfato Y un pico mayor gque eluia entre 30mM y
60nN de fosfato. Ambos picos analizados en PAGE-SDS mostraron
mJ; de una banda si1i bien la banda principal correspond{a al peso
molecular aparente de la cadena polipept{dica de la CK-BB.

Las diferentes caracteristicas cromatogré&icas de elucién
de la CK-BB y de la Prl en HAU indicaron la posibilidad de que
existiesen diferencias sustanciales entre ambas prote{nas. La

/
obtencion de dos picos podia deberse a variantes de 1la

isoenzima, o también a gue la capacidad de la columna de HAU
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fuese baja y teniendo en cuenta que estas columnas presentaban a
. /
veces un comportamiento anormal con produccion de artefactos se

/
decaidio utilizor Hidroxaiapataita convencaional (HTP).

La purificuczé% de la CK-BB de cerebro de rata prepgger fue
puvesta a punto sometiendo el homogenato inicial a una
cromatograf{a en DEAE-Sephacel con un gradiente lineal de ClNa
(Figqg. 6) obteniendo un pico de actividad de CK que eluyg a
0.028 de ClNa (Fig. 6); 1la cromatograffa de dicho paico en HTP
utilizando sucesivos gradientes lineales de Foafato de Potaaio
SmM a SOOmM, luego SmM a 200mM y finalmente SmM a 100mM resolvi;
en un pico de actividad de CK que eluyg a 18nM de Fosfato (Fig.

7) y gue anealizado en PAGE-SDS preaentg una socla banda de

prote{na con un peso molecular aparente de 49000 (Fig. 8).

Como se indica en la Tabla 2 (ver Resultados I) de 33.5g de
tejido de cerebro de rata prepdber se obtuvieron 3.2mg de
prote{na con una actividad especffica de 4S9U/mg, con un
porcentaje de recuperacigg del 30X y un grado de puriiicacién de

64.6 veces.

%
El esgquema de purificacion de la CK-BB de cerebro de rata

utilizado por Reiss y Kaye <(Ref. 137) constaba de 1los
!

siguientes pasos de purificacion a partir del homogenato

inicial: 1) centrifugacion a 27000g <(sobrenadante S527),

lavado del precipitado, centriiugacién y mezcla del sobrenadante

del lavado con el S27, 2) fraccionamiento con Sulfato de
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/
Anonio llevando primero al 527 a 40X de saturacion,

centrifugacié% a 27000g, aeparaci&% y ajuate del acbrenadante a
65x y centrifugacién, 3> el precipitado asi obtenido entre 40 vy
65% de saturacid% era redisuelto en buffer pH 5.2 y 1la
auapencién se centrifugaba a 38000g, el sobrenadante era
adicionado con buffer pH 7.9 hasta alcanzar dicho pH y se
centrifugaba a 38000g; el sobrenadante gue aun era algo turbio
se dilu{a, 4) se cromatografiaba en DEAE-Celulosa con un
gradiente discontinuo y luego el pico de actividad de CKX
obtenido S5) se cromatografiaba diluido en una segunda columna de
DEAE-Celulosa con un gradiente lineal, f{finalmente 6) se
cromatografiaba en blue 2-agerosa. A partir de 210g de tejido
de cerebro de rata obtenian 30.3mg de proteina con una activadad
especifica de 560U/mg, con un porcentaje de recuperacion del 43%

Yy un grado de puriiicocién de 100 veces.

El método empleado para purificar la CK-BB de cerebro de
rata prepuber siguiendo un easquema aemejante al uwsado por Kumar
y col. (Ref. 139 para purificar la CK-EIP, con una
recuperacién de la CK-BB del 30X y un grado de purificaciéﬁ de
64.6 veces, ligeramente menor gue la recuperacién y purificaciéﬁ
lograda por Reiss y Kaye, llevo a 1la obtencién de una Jnica
banda proteica en PAGE-SDS mediante un esquema sencillo de
purificacién por dos cromatograifas 1> en DEAE-Sephacel y 2) en

HTP.



El peso molecular aparente de la CK-B informado por Keiss y

Kaye (Ref. 137> fue de 46000.

Perrynan y col. infornmnaron el pesc de la subunidad B de 1la
CK-BB purificada de diferentes especies siendoc de 44500 1la

humana, 46000 la canina, 44000 la de conejo y 49000 la de raton

(Ref. 1S5 .

El peso molecular aparente de la CK-B de cerebro de rata
prepuber es de 49000 y como se aprecia en la Fig. S 1la

/ /
novilidad electroforetica de la CK-EIP es identica a la de la

CK-BB.

’
B- Comparacion de la Inmunoreactividad

de la CK-EIP v la CK-BB

Para 1llevar a cabo los estudios inmunolégicos se dispon{a
de antisuero de conejo contra la CK-EIP, se produjo entonces
antisuero contra la CK-BB (ver 2) y se purificaron las 1IgG de
ambos inmunosueros por columna de Proteina A Sepharosa {(ver 3).
Se remlizaron estudios comperativos de las caracteristicas de
unién {inmunoreactividad) de los antigenos (la CK-EIP y 1la

CK-BB) a los anticuerpos (Anti CK-EIP y Anti CK-BB).



B.1~- Enzimoinmunoensayo en Pcrtaobjetc (SIA)

4
La conmparacion de la inmunoreactividad por SIA (definida

como el grado de reconocimiento del Antigeno por el Anticuerpo
deterninado por le medida de 1a A4310) de la CK-EIP y 1la

CK-BB, mostré (ver III.1, Tabla 3) una neta diferencia de
reactividad (aproximadamente 50%X) entre Anti CK-EIP y la CK-IP

con respecto a Anti CK-EIP y 1la CK-BB.

Las 1gG obtenidas contra la CK-EIP reaccionaron en menor
grado con la CK-BB (A410=0.06 en dilucidn 1:1000 Yy
A410=0.49 en dilucié% 1:100) que con la CK-EIP
(Agq10=0.46 en diluciéh 1:1000 y A410=1.02 en dilucion

1:100)>.

Teniendo presente que estas prote{naa son anmplianente
semejantes, determinado por su pesc molecular (ver A, su
composicion aminoac{dica (Ref. 139>, su funcié; enzinética de
CK, su punto isoeléétrico (ver C), sus perfiles de digestiones
qufmicas (ver D) vy enzimé&icas {(ver E) y que la diferencias de
reactividad es grande como para deberse a posibles variaciones
de afinidad de las moleculas de 1gG con respecto a la unié£ a
sus correspondientes epitopes en una de las prote{nas con
respecto a la otra, podr{amos inferir gque Anti CK-EIP reconoce
epitopes en la CK-EIP gque no estan presentes en la CK-BB o que

estan presentes en la CK-BB pero gue se repiten en 1a CK-EIP,

por lo tanto la CK-BB es menos reconocida. Esto no excluye que
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la CK-BB tenga epitopes propios gue no pueden aer reconocidos

por Anti CK-EIP pues no estan presentes en la CK-EIP.

Por otro lado Anti CK-BB reconoce a la CK-BB y a 1la CK-EIP
en grado semejante haciendo indistinguibles ambas prote{nas.
Esto no excluye que la CK-EIP tenga epitopes gque no comparta con
la CK-BB y por lo tanto no sean detectados por Anti CK-BB, lo
Que s2i es probable gue excluya es gque haya epitopes en la CK-BB

que no esten presentes en la CK-EIP.

Tratar de comparar la inmunoreactividad de dos anticuerpos
(obtenidos contra dos untfgenos, la CK-BB y 1la CK-EIP,
probablemente diferentes) contra un ant{geno, no es valido vya
que se involucraria 1la “heterogeneidad”’ propia de los
anticuerpos. Aunque la CK-BB y la CK-EIP fuesen 1la misnma
proteina, la respuesta inmune de cada animal QJB siendo de 1la
misma cepa podria ser diferente y llevar =& conclusiones
erroneas. Por ello la diferencia de reactividad entre la CK-BB
y Anti CK-BB con respecto a la CK-BB y Anti CK-EIP no es

. /. ./ 14
considerada valida para la comparacion de ambas proteinas.

Es claro que dos protefnes supuestamente idé%ticas no
pueden reaccionar en forma netamente diferente frente al
anticuerpo obtenido contra una de ellas. Anti CK-EIP distingu{a
estas dos proteinas y fue utilizado para ceracterizar 1la

/
inmunoreactividad de ambas por inmunodifusion bidimensional.



7
B.2- Inmunodifusion Bidimensional (Ouchterlony)

Ouchterlony (Ref. 173> trabajando con un aistena de tres
componentes formado por dos ant{genos Y un anticuerpo que
diiundfan en un gel cada uno desde un pozo, dafinio/ cuatro
perfiles generales de inmunoreactividad caracterizados por 1la
extensién de las areass de precipitaci&n desde el sitjio inicial
entre los pozos hasta el area central. Durante dicha extensi&%
canbios en la regularidad de las lineas de precipitaciéh pueden

. . /
ocurrir s8i hay relaciones entre los antigenos gque resultan en la

. 4 . C s ./
interaccion de las lineas de precipitacion.

Para comparar la inmunoreactividad de la CK-EIP y la CK-BB
nmnediante esta téﬁnica se debio primeranmente encontrar 1la
relaciéh Y las cantidades adecuadas para la visualizacio% de las
lineaa de precipitacién. Para ello diferentes cantidades de
Anti CK-EIP fueron enfrentadas con una determinada cantidad de
la CK-EIP y la relacion adecuada para la obtencié; de una banda
de precipitaciéﬁ aproximadamente ubicada entre ambos pozos, fue
de 15ug de la CK-EIP y de 45 a 70ug de Anti CK-EIP (Fig. 10).
Cuando 1Sug de 1la CK-BB fueron enfrentados a diferentes
cantidades de Anti CK-BB no se visualizaron bandas de
precipitacién. Sin embargo 15Sug de la CK-BB producfan una banda
de precipitaciéﬁ con Anti CK-EIP aungue de mucha menor
intensidad qgque 1la producida entre 15ug de la CK-EIP y Anti

CK-EIP (Fig. 11>. Se obtuvieron bandas de intensidad

comparables cuando se enfrentaron 15ug de la CK-EIP o 30 ug de
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la CK-BB contra Anti CK-EIP o0 sea utilizando el doble de

cantidad de la CK-BB con respecto a la CK-EIP.

’
En el 2analisis de la inmunoreactaividad por SIA, Anti CK-EIP

/
inmunoreacciono con la CK-BB un 50X menos que con la CK-EIP y en

/
el analisias por Ouchterlony para visualizar bandas de

/
precipitacion 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, 1la CK-BB y 1la CK-EIP
mostraron una inmnunoreactividad caracterizada como ‘reaccid% de
identidad parcial’ o ‘parcial fusion de lineas’. E1l espolé% en
el arco de precipitacién entre la CK-EIP y Anti CK-EIP, que se
separa del arco entre la CK-BB y Anti CK-EIP corresponde a 1la
precipitacion causada por los epitopes propios de la CK-EIP que
no s8son compartidos por la CK-BB. Dicho espolé; tambiéﬁ mostro
estar marcado radioactivamente, ya que la CK-EIP es una prote{na
inducida por eatrégeno en étero de rata prepﬁber que se obtiene
marcada radioactivamente por 1la técnica de doble marcacié;
isotépica {Ref. 139). Los 36 ug de la CK-EIP usados en esta
Ouchterlony presentaban 56880cpm de 3H y 57S5S2cpm de 1l4cC.

La visualizacié; del espoléﬁ por autoradiograffa es 1la
confirmacién de que la prote{na precipitada gue no comparte
epitopes con la CK-BB, esta marcada. Esto es muy importante ya
que si dicho aspolén no estuviese marcado ser{a un contaminante

pues la CK-EIP esta marcada, y la probabilidad de tener un

contaminante gue haya copurificadoc con la CK-EIP a traves de 1la



! / /
purificacion por dos columnas cromatografices y que ademas haya

/
sido inducido por estrogeno (ya que la relacion 3Hs1l4cC
/
de la preparacion es alta) es aun mas baja que la de tener un

contaminante no radaiocactivo.

7
C- Comparacion del Punto Isocelecirico

de la CK-EIP y la CK-BB

Una simple observacion deternin&lque la CK-EIP era mas
acida gque 1la CK-BB. Cuando estas prote{nas se utilizaban en
SIA, se depositaba lug de las mismas en el portaobjeto y 1luego
se blogueaban 1los saitios libres con medio CM. Este medio
contiene un indicador de pH, Rojo de Fenol, que vira entre 6.8
(amarillo) y 8.2 (rojod. El medio CM preporado a pH 7.2-7.4
presenta un color rosado. Cuando se depositaba el medio CHM
sobre la CK-EIP vy la CK-BB, solamente en el c{rculo
correspondiente a la CK-EIP el color rosado del medio varaiaba a

. . /
un color con tinte naranja-amarillento. Esto no sucedia con 1la

CK-BB.

Los pl de la CK-EIP y la CK-BB fueron determinados por

isoelectroenfocado en gel de poliacrilamida.

Se observa en 1la Fig. 13 gue 1la CK-BB ha enfocado
perfectamente Yy su pl corresponde a 4.8 (canal 4). Si bien 1la

CK-EIP s=se presenta como una banda difusa {(canal 2) se aprecia



una zona moe concentrada a pl 4.5 al igual que en el canal 3

donde fueron corridas ambas prote{nas.

En el PAGIEF presentado en la Fig. 14 la CK-EIP enfoco
perieétanente a pl 4.9 y presentg bandas menores (canal 3) y 1la

’
CK-BB s8i bien presento una banda difusa, se aprecia una zona mas

concentrada a pl 5.0 (canal 2).

/
La CK-EIP y la CK-BB difieren en punto i1soelectrico: el pl

de l1a CK-EIP es 4.45 y el plI de la CK-BB es 4.9.

4 , /
D- Comparacion de las Digestiones Quinmicas

de la CK-EIP y la CK-BB

lLa particular labilidad de 1la uniéﬁ entre residuos aspartil
y prolil en protefnas fue notado por primera vez cuando se
realizaba el anglisis de la estructura primaria de prote{has que
contenfan este tipo de uniones. El tratamientc de prote{nas en
condiciones écidas suaves, HCOOH 70%, ClH pH2, generalmente por
un tiempo de exposicién no mayor de 48hs y temperaturas menores
de 40°C provoca la ruptura de las uniones peptfdicus entre
el residuo aspartil y el siguiente aminoacido (Ref. 190) con
alta probabilidad de gue el siguiente aminoécido sea un residuo

prolil <(Ref. 175).



/
La CK-EIP vy la CK-BB fueron sometidas a hidréllsis acida en

HCOOH 70% y en ClH O0.04N por 24hs a temperatura ambiente.

Cémo se observa en la Fig. 20, canal 2, 1la dige5t16$ de la
CK-EIP con HCOOH 70x%X produjo la ruptura de por lo menos tres
uniones produciendo péﬁtidos de 44000, 38000 y 33000 <(para 1la
ubicacién de los péptidoa se hace referencia a su peso relativo
a los pesos moleculares de los marcadores). La CK-BB <(canal 35,
bajo las mismas condiciones produjo por lo menos dos péptidos,
de 38000 y 33000 de pesoc molecular relativo. El péptido de

44000 estaba ausente.

Condiciones mas fuertes de hidrdlisis en HCOOH 8&x por 24hs
a 37°C, produjo el mismo numero de péptidos en ambas
prote{nas como se aprecia en el PAGE-SDS de 1a Fig. 15 y en los
perfiles densitometricos de la Fig. l6. Principalmente 1la
ruptura de dos uniones produjeron péptidos de peso molecular

relativo de 38000 y 31000 aproxinadamente.

Las digestiones de 1la CK-EIP y 1la CK-BB en HCOOH 70X

!
diferenciaron anbas prote{nas en un peptido de 44000 de peso
molecular relativo, presente en la digestién de 1la CK-EIP vy

ausente en 1la digestién de la CK-BB (Fig. 20, canales 2 y 5

respectivamente).

La secuencia anminoacidica de la CK-B fue informada por
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Benfield vy col. (Ref. 191), deducida del ADN ccopia obtenido
del rastreo con anticuerpoa de una biblioteca en Agtll preparada
con copias del ARN poli A+ obtenido de cerebro de rata. Del
estudio de las uniones peptfdicaa Asp-Pro de dicha se{uencisa =se
pueden. deducir los posibles pé;tidos a obtener por el
tratamiento de la CK-BB en medio d%ido avave Yy, corresponden
aproximadamente, los que se visualizar{an en PAGE-SDS a 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 pesoc molecular. Ahora
bien, los fragmentos de 3I3000 y 38000 coinciden con los péﬁtidos
obtenidos al tratar la CK-BB con HCOOH 70X y ademas son los dos
pegtidos mas abundantes al digerir la CK-BB con HCOOH 88x% (Fig.

15>.

/
La CK-EIP produjo al ser tratada con HCOOH 70X un peptido
/ /

mas Qque los que produjo la CK-BB y correspondio a un peso
molecular rTeletivo de 47000, Al estudiar las =zonas
amincac{dicas de la CK-BB que corresponden a los posibles cortes
que producir{an un fragmento de ese tamano {(probables cortes en
la =2zona N-terminal y en la zona C-terminal), no hay presente

/ /
ninguna union Asp-Pro, ni tampoco ninguna union Asn-Pro gue

’
pudiera haberse convertido en Asp-Pro al sufrir una deaminacion

duranfe el procesoc de purificacion.

FPor lo tanto hay una diferencia en la CK-EIP, a nivel de su

secuencia aminoacfdica, con respecto a la CK-BB y es probable
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que sea una union Asasp-Pro o Asp-X en la CK-EIP que no se

/
encuentre presente en la correspondiente posicion en la CK-BB.

Como se observa en la Fig. 18, canal S, la CK-BB no fue
/ /
afectada por la hidrolisis en ClH, mientrass que la CK-EIP sufrio

la ruptura de por lo menos tres uniones, correspondiendo a

/
peptidos de peso molecular relativo de 47000, 45000 y 32000

(Fig. 18, canal 2).

El tratamiento de la CK-BB y 1a CK-EIP con ClH 0.04N nostré
una diferencia notable entre ambas proteinas, sin embargo es
diif&il deducir la relacion existente entre ellas ya que este
tratamiento no afecté las uniones Asp-Pro de la CK-BB aungue s
aiecté uniones probablemente del tipo Asp-X en la CK-EIP.

La digestidh con BrCN bajo condiciones agidaa suaves lleva
a la ruptura de las uniones Met-X (Ref. 176). Cuando la CK-EIP
Yy la CK-BB fueron sometidas a digestién con BrCN 1000M en
exceso,en HCOOH 70x se obtuvo el mismo nJmero de péptidos, como

se observa en la Fig. 21 {(canales 3 y 4 respectivamente).

Cuando 1la CK-EIP y la CK-BB fueron sometidas a digest;én
con BrCN 100M en exceso, en ClH O.06N, se obtuvo un mayor numero
de péptidos en la digestién de la CK-BB y como me observa en 1la
Fig. 18, canales 3 y 4 respectivamente, en la =zona de peso
molecular 20000 a 30000, no se encuentran fragmentos de la

/
digestion de la CK-EIP cuando se visualizan por lo menos tres
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péptidos en la CK-BB. EI1 unélisis de estos resultados en
relac;én a la secuencia aminoac{dica de la CK-BB lleva a
denasipgdas combinaciones de posibles péﬁtzdos producidos vy
partimos de la base de gque el mismo ClH O.04N donde se reallzé

la digestién con BrCN produjo cortes en la CK-EIP, cuyas

secuencia no poseemos, y no produjo cortes en la CK-BB.

/ /
1a digestion con BrCN 100M en ClH O.06N produjo peptidos en

la CK~-EIP diferentes a los producidos en la CK-BB.

/ /
E- Comparacion de las Digestiones Enzimaticas

de _la CK-EIP y la CK-BB

Hay muchos métodos para el corte de uniones aminoac{dicaa
espec{ficas en una prote{na desnaturalizada. Para el corte de
prote{nas en péptidos de un largo promedio de 10 residuos,
(dependiendo del contenido en Lisina y Arginina en la proteina)

/ /. . 4 C o
el metodo mas easpecifico usado es la digestion con Tripsina,.

Otras proteasas frecuentemente usadas son: Quimotripsina,
Pepsina, Termolisina, Papaina y Subtilisina, en orden
aproximadamente decreciente de especificidad. Estas ultimas

proteasas son generalmente usadas para 1la digestié; secundaria
de péptidos largos obtenidoa de 1la digestiah primaria de
proteinas con BrCN o con Tripsina, ya gue la baja especificidad
de las mismas produce complejas mezclas si son usadas sobre 1la

proteina entera.
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/
La CK-BB y 1la CK-EIP fueron sometidas a digestion con
Tripsina, Clostripain y Quimotripsina y los peptidos obtenidos
/
fueron analizadoa por cromatografia de alta presién en fase

reversa.

La Tripsina catsliza la hidrdlisis de las uniones Lys-X vy
Arg-X, excepto cuando el residuo X es Prolina, aungue un corte
nas lento de estas uniones puede ser observado. La velocidad de
corte varia considerablemente, las uniones Arg-X son cortadas
generalnente nmnas TrTapidamente que las vuniones Lys-X y 1la
presencia de residuos ;Eidos €n cualguiera de los lados del

/
residuo basico reduce la velocidad significativamente.

/
Al someter la CK-BB y la CK-EIP a digestion con Tripsina se
/
obtuvo un pico mayor a 63.94’ presente en la digestion de 1la
!

CK-BB (Fig. 21A) y amusente en la digestion de la CK-EIP <(Fig.
/ / /
21B>. Tanbien se produjo una variacion en la concentracion
relativa de ciertos fragmentos que pudo deberse a una diferencia

. /.. . /o
en el entorno aminoacidico de las uniones peptidicas cortadas.

Una union del tipo Lyes-X o Arg-X esta presente en la CK-BB

/
Yy ausente en la CK-EIP en la correspondiente posicion.

Con la idea de distinguir cual de las dos uniones era 1la

/ ]
causante de 1la aparicion del peptido a 63.94” se utilizo 1la
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/ /
proteasa Closatripain. La Clostrapain actua sobre 1la union

popt{dicu carbox{lica de aninoécidoa cargados positivanente y =a
diferencia de la Trapsina, prefiere marcadamente los residuos de
Arginina gue los de Lisina (Ref. 179> . Laa digestiones de 1la
CK-BB -y la CK-EIP con Cloatripain mostraron un perfil idé%tico
de los picos mayores, si bien la concentracion relativa de 1los
mismos fue diferente (Fig. 22A y B respectivamente). Se
observé una alta concentracié; de fragmentos muy polares gque no
han s8aido separados con €l gradiente utilizedo, por eso, no es
posible suponer por el anero de péptidoa obtenidos (comparados
con los deducidos de la secuencia aminoac{dica de la CK-BB, Ref.
200) gque todas las uniones Arg-X han sido digeridas vy asi
concluir gque la union presente en la CK-BB y ausente en 1la

CK-EIP reconocida por la Tripsina sea del tipo Lys-X y no Arg-X.

Otra proteasa utilizada fue la‘x-Ouimotripsina que corta en
la union carboxflica del Triptofano, Tirosina, Fenilalanina,
Leucina y Metionina con ocasionales cortes en otros sitios. Si
el residuo siguiente es Prolina el corte no ocurre Yy 1la
presencia de residuos écidos en cualquiera de 1los lados del
residuo bggico reduce la velocidad de corte significativamente.
Ademas la accién de la Quimotripsina es dif{cil 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 1la

CK-BB y 1lla CK-EIP (Fig. 23A y B respectivamente) con
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Quinmotripsana, la presencia de un pico menor a 632.94° en 1la
/ Vi /

digestion de la CK-BB que no esta presente en la digestion de la

CK-E1P, 81n embargo por ser un pico menor y haber diferencias

.7
relativas de concentracion entre los picos puede que su ausencaia
en el cromatograma de la CK-EIP no se deba a 1la ausencaia de
’ ) 4 "
dicha wunaion en la correspondiente posicion en la CK-EIP sino a
una diferencia de velocidad de corte por factores Ffuera del
a

entornc ainmediato de la union involucrada, lo que es una
/ . . . . .

caracteristica de la Quamolripsina. El perfil de 1los picos

. / /
mayores es identico en los cromatogramas de ambas proteinas.

F- .Son 1la CK-EJP vy l1a CK-88 l1a masna prote{na?
4

1> La CK-EIP presenta unc o mas epitopes gque estan ausentes

en la CK-BB.

2) La CK-EIP presenta un pl de 4.55 y 1la CK-BB un pl de

3) La CK-EIF presenta una union Asp-Pro o Asp-X gue no se

/
encuentra en la CK-BB en la correspondiente posicion.

4) La CK-EIP es digerida por tratamiento éczdo suave con

ClH O.04N mientras gque la CK-BB permanece inalterada.

Sy La CK-EIP es digerida a pébtidos diferentes de lo= gue

/
produce la CK-BB por digestion con BrCN en ClH O.O6N.
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/
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-BE.

La cadena polipept{dica B difaiere, en s8su secuencis

aninoacidica, de la cadena polipepticdica de la CK-EIP.
La CK-EIP y la CK-BE no son la misma proteina.

Reiss y Kaye describieron &a la CXK-BB como el mayor
componente de la Prl en base a su comportamiento cromatogr;?ico,
su znmunoprecipitacién con antisuero contra la CK-BB <(Ref. 137)
Yy por 1los patrones obtenidos por ﬁuorograf{a del PAGE-SDS
corrido con las digestaiones con proteasa de 1las protefnas
correspondientes a la movilidad electroforética de 1la Prl
proveniente de la prote{na radioactiva sintetizada por el Jiero
intacto o por el ARN-m obtenido de cerebro o de étero al ser
traducidos en un lisado de reticulocitos de conej)o y corridos
por electroforesis bidimensional previo agregado de protefnas de
cerebro no marcadas <(Ref. 143). Sin embargo por lo demostrado
con el anticuerpo obtenido con la Pril purificada del é}gano
blanco de la hormona (la CK-EIP) y por los perfiles de 1las
digestiones qu{micus y enziméticas descriptas, la CK-EIP y 1la

CK-BB no son la misma protefna.



G- ARN-m de la CK-EIP

. /
Con el objetivo de estudiar la relacion existente entre Jla

CK-EIP vy la CK-BB a navel nucleotidico se purz{xcé el ARN-m de

la CK-EIP.

La estrategia utilizada fue la siguiente:? por comparacid%
de 1los perfiles radicactivos obtenidos en PAGE-SDS de 1los
productos de la traduccion in vitro de ARN-m de utero de rata
prepdber, de utero de rata prepuber inducida con estrdéeno y de
Jtero de rateae adulta, se determing la presencia de un
polipéﬁtido de pesoc molecular ligeramente menor que la CR-EIP.
El aumento de la 1ncorporac1én radioactiva de 1la traducciéﬁ se
ponia de manifieéto por el aumento de los ARN-m inducidos por
estrégeno frente a la incorporacién radioactiva basal de 1la
traduccién de los ARN-m de Jtero de rata prepﬁber sin inducar.
Dicho polipéptido también estaba presente en la traduccid% in

vitro de los ARN-m de rata adulta.

Sin embargo cuando los productos de traduccién sometidos a
PAGE-SDS vy transferidos a Nitrocelulosa eran inmunodetectados
con Anti CK-EIP o Anti CK-BB y Proteina A marcade con 12531

no se visualizaba reaccion positiva alguna. Los productos de 1la
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/
traduccaion in vitro tampoco podian ser inmunoprecipitados con
Anti CK-EIP o Anti CK-BB. Cabian dos posibilidades: 1 la
concentracion de dicho polipéptido estaba por debajo de los

/ /
linites de deteccaon © 2) no hab{a relacion entre el polipeptido

obtenido y la CK-EIP.

Para lograr un enriquecanriento del ARN-m de la CK-EIP se

’ /
utilizo entonces un gradiente de Sacarosa gue resulto en 1la

obtencié; de suficiente polipébtldo en la traduccid; in wvatro
que permitidl inmunodetectar la CK-EIP con Anti CK-EIP <(Fig.

26>, Anti CK-BB vy el MAb-28. La preparacié% de ARN-nm
enriquecida en el ARN-m de CK-EIP harJ poaible que, en el
clonado en 4kgt11 de los ADN copia, el porcentaje de clones
obtenidos con ADN copia del ARN-m de CK-EIP sea suficiente como

/
para gque un numero manej)able de clones a testear conduzca a la

/
obtencion del mismo.
/
La secuenciacaion del ADN copia del ARN-m de CK-EIP
/ /
permitara la obtencion de la secuencia aminoacidica de la

/ 4 s/ /
proteina inducida por estrogencs en utero de rata prepuber.



CONCLUSION

1) La CK-BB de ceretro dco rata prepéber fue puraif:icada por
cronatograiia en DEAE-Sephacel y en HTP. La CK-BB eluyé a 0.02M
de ClNa de la columna DEAE-Shepacel y a 0.018M de fosfato de la

colunna de HTP.

2) El analisis por PAGE-SDS de la CK-BB purificada mostro
por tlnczén con Coomasie Brillant Blue una sola banda de

proteina con un peso molecular aparente de 49000.

3) Se produjeron anticuerpos policlonales en conejo contra
la CK-BB y se purificaron las IgG contra CK-BB y las IgG contra
CR-EIP por cromatografia en Proteina A Sepharocsa. Anti CK-EIP y
Anti CK-BB fueron utilizadas en los estudios 1nmunoléglcos
comparativos de la CK-EIP y la CK-BB por SIA e Inmuncdifusidn

Bidimensional:

a) La CK-BB fue reconocida en el SIA por Anti CK-BSB
con igual intensidad que l1a CK-EIP. La CK-BB fue reconocida en
el SIA por Anti CK-EIP con aproximadamente 5O0% menos de

intensidad que la CK-EIP.

b) La CK-EIP y la CK-BB presentaron en el analisis

por Inmunodifusion Bidimensional frente a Anti CK-EIP una
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/
reaccion de identidoad parcaal.

Se concluye que la CK-EIP vy i»a CKN-BB son distinguables
/ /
inmunoclogicamente. La CK-EIP presento uno o mas epitopes gue

4
estan ausentes en la CK-BB.

/
4) Los puntos 1socelectricos de la CK-EIP y 1la Cxh-BB <fueron

/
comparados por PAGIEF. La CR-EIP presento un pl de 4.55 y 1la

CK-BB un pl de 4.9,

S) La CK-EIP y 1a CK-BB fueron comparadas mediante estudios

. /
de dagestiones guaimicas:

/
a) El] analisis por PAGE-SDS de las digestaiones de 1la
/
CK-EIP y 1a CK-BB con acido formico 70% mostro gue la CK-EIP
presenta una union Asp-FPro o Asp-X que no se encuentra presente

/
en la CK-BB en la correspondiente posicaon.

b> El analisas por PAGE-SDS de las digestiones de 1la
/ / /
CK-EIP y 1la CK~BB con acido formico 88% no mostro diferencia

entre ambas proteinas.

c) El angllsis por PAGE-SDS de las digestaiones de 1la
CK-EIP y 1la CK-BB con ééido clorhidrico 0.04N mostrd gque 1la
CRK-EIP era digerida produciendo por lo menos tres pe;tidos de
peso molecular de 47000, 45000 y 32000, mientras gque 1la CK-BB

/
pernanecio inalterada.



/
d> El anslisis por PAGE-SDS de 1as digestiones de 1la
/
CK-EIP vy la CK-BB con bromuro de cianogeno 1000M en exceso en

’ /
acido formico 70X, no mostro diferencia entre ambas protefnaa.

e) El anJlisza por PAGE-SDS de las digestiones de 1la
CK-EIP y 1a CK-BB con bromuro de ciané;eno 100M en exceso en
acido clorhfdrico mostré que la CK-~EIP es digerida a péﬁtidos
diferentes de los producidos por la CK-BB, la CK-BB produjo por

/
lo menoca tres peptidos més que la CK-BB.

6) La CK-EIP y la CK-BB fueron comparadas por estudios de

’
digestioneas enzimaticas:

a) El anélisis por HPLC en <fase reversa de los
productos de las digestiones de la CK-EIP y 1la CK-BB con
Tripsina mostraron gue CK-EIP carece de una unién del tipo Lye-X
o Arg-X en la posicién correspondiente en gue se encuentra en la

CK-BB.

b> E1 anélisis por HPLC en d{ase reversa de 1los
productos de las digesticnes de la CK-EIP y 1la CK-BB con
Guimotripsina vy con Clostripain no mostraron diferencia entre

/
ambas proteinas.

. . /. oL
Se concluye de las digestiones guaimicas y enzimaticas que

la cadena polipeptidica B de la CK-BB difiere en su secuencia



aminoac{dica de la cadena polipeptidica de la CK-EIP. La CK-EIP

y la CK-BB no aon la misma proteins.

7) Con el objetivo de dilucadar 1la relacion existente entre
la CK-EIP y la CK-BB a nivel nucleotidico se puriflcé el ARN-=m

de la CK-EIP:

a) Loa ARN-m de utero de ratas prepﬁberes inducidas
por estrégeno, de utero de ratas prepuberes controles y de Utero
de ratas adultas fueron purificados por el metodo de

isotioccianato de guanidina y por columna de 0Oligo(dT)-Celulosa.

El analisis de los perfiles radiocactivos obtenidos en
PAGE-SDS de los productos de la traduccion in vitro de los ARN-n
de utero de ratas prepuberes inducidas con estrégeno y de utero
de ratas adultas mostro la presencia de un polipéﬁtido de peso
molecular ligeramente menor que el de la CK-EIP gue no fue
dectectado en el caso del analisis del ARN-m obtenido de utero

de ratas prepﬁberes controles.

b) Un enriquecimiento del ARN-m de 1la CK-EIP fue
logrado mediante un fraccionamiento en gradiente de sacarosa
4-20% del ARN-m de Utero de ratas prepﬁberes inducidas por
estrégeno. El anélisis de los productos de 1la traduccion in
vitro de las fracciones del gradiente de sacarosa de los ARN-m
de 1Utero de rata prepﬁberes inducidas por estrégeno, realizado

por electroforesis en PAGE-SDS, electrotransferencia a

150



nitrocelulosa e innunodeteccaon con Anti CK-EIP, Anti CK-BB y el

’
MAb-28 mostro la presencia de la CK-EIP proveniente de 1la

/
fraccion de 10X de sacarosa del fraccaonaniento del ARN-a.




BIBLIOGRAFIA

1-Notades, A.B. and Gorska, J. (1966) Biochemistry S6,
230.

2-Barnea, A. and Gorski, J. (1970) Biochenmaistry 3, 1893.

3-Katzenellenbogen, B.S. and Gorski, J. €1972> J. Biol.
Chen. 247, 12913,

4-DeAngelo, A.B. and Gorski, J. (1370) Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 66, 693.

S-Mueller, G.C. (1953)> J. Biocl. Chem. 204, 77.

6-Mueller, G.C. and Herranen, A.M. (1956)> J. Biol. Chenm.
213, 585.

7-Herranen, A.M. and Mueller, G.C. (1956) J. Biol. Chen.
233, 369.

8-Jervell, K.F., Diniz, C.R. and Mueller, G.C. (1958) J.
Biol. Chem. 231, 945S.

9-Mueller, G6.C., Herranen, A.N. and Jervell, K.F. (1958)
Recent Progr. Hormone Research 148, 95.

lO0-Herranen, A.N. and Mueller, G.C. (1957) Biochin. Biophysa.
Acta 24, 233.

11-McCorquodale, D.J. and Mueller G.C. (1958)> J. Biol. Chen.
232, 31.

12-Mueller, G.C., Gorski, J. and Aizawa, Y. (1961)
Biochemistry 47, 164.

13-Nomura, M., Hall, B.D. and Spiegelman, S. (1960> J. Mol.
Biol. 2, 306.

ia-Brenner, S., Jacob, F. and Meselson, M. 1961) Nature
180, S76.

15-Reich, E., Franklin, R.M., Shatkin, A.J. and Tatun, E.L.
(1961) Science 134, 556.

16-Goldberg, I.H. and Rabinowitz, M. (1962) Science 136,
315S.

17-Hurwitz=, J., Furth, J.J3., Malany, M. and Alexander M.
(1962) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 48, 1222.

152



18-Tamaoki, T. and Mueller G.C. (1962) Biochen. Biophys.
Rea. Commun. 9, 451.

19-Jacob, F. and Monod, J. {1961)> J. Mol. Biol. 3, 318.
20-Ui, H. and Mueller, G.C. (1963) Biochemistry 50, 256.

21 -Gorska, J. and Nicolette, J. (1963) Arch. Biochen.
Biophys. 103, 418.

22-Weiasn, S.B. (1860> Proc. Natl. Acad. Sci. uUsa 46,
1020.

23-Gorski, J. (1864> J. Biol. Chem. 239, 8813.

24-Widnell, C.C. and Teata, J.R. {1966) Biochim. Biophys.
Acta 123, 478.

25-Hamilton, T.H., Widnell, C.C. and Tata, J.R. (1965)
Biochim. Biophys. Acta 108, 168.

26-Nicolette, J.A. and Mueller, G.C. (1966) Biochen. Biophys.
Res. Commun. 24, 851.

27-Nicolette, J.A., Lemahieu, M.A. and Mueller, G.A. (19%8)
Biochemnm. Biophys. Resa. Commun. 166, 403.

2&8-Hamilton, T.H. (1968) Science 161, 649,

29-Hamilton, T.H., Widnell, C.C. and Tata, J.R. (1968) J.
Biol. Chem. 243, 408.

30-Barry, J and Gorski, J. {(1971) Biochemistry 10, 2384.

31-Raynaud-Jammet, €., Bieri, F. and Baulieu, E.E. (19271)
Biochim. Biophys. Acta 247, 35S5.

32-Roeder, R.G. and Rutter, W.J. (1969 Nature (London)
224, 23a4.

33-Roeder, R.G. and Rutter, W.J. 1970 Biochenmistry 9,
2543.

34-Fiume, L. and Wieland, Th. (1370> FEBS Letters 8, 1.

35-Glasser, S.R., Chytil, F. and Spelsberg, T.C. (1972
Biochen. J. 130, 947.

36-Noteboon, W.D. and Gorsaski, J. (1963> Proc. Natl. Acad.
Sci. UsSAa 50, 250.

37-Gorski, J. and Axman, M.C. {1964)> Arch. Biochem. Biophysa.
i0S, 51i7.

153



38-Horgen, P.A. and Griffan, D.H. (1971) Proc. Natl. Acad.
Sci. USA €8, 338.

39-Pastan, I. and Friednman, R.M. (1968) Science 160, 316.

40-Kaye, A.M., Ickeson, 1. and Lindner H.R. (1971) Biochanm.
Biophys. Acta 252, 150.

41-Heaﬁs, A.R. and Hamilton, T.H. (19665 Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 56, 686.

42-Heans, A.R. and Hamilton, T.H. (1966) Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 56, 1594.

43-Baulieu, E.E., Alberga, A., Raynaud-Jamnet, C. and Wira C.R.
(1972) Nature New Biol. 236, 236.

44-Knowler, J.T. and Smellie R.M.S. (1971) Biochen. J.
125, 605S.

45-Mayol, R.F. and Thayer, S.A. (1970) Biochemistry 9,
2484.

46-Wira, C.k. and Baulieu, E.E. (1971> C. R. Acad. Sci.
273, 218.

47 -Anderson, J. Clark, J.H. and Peck, E.J.,Jdr. (1972
Biochem. J. 126, S61.

48-Sonmjen, D., Somjen, G., King, R.J.B., Kaye, A.M. and
Lindner, H.K. (1973) Biochen. J. 136, 25.

49-Iacobelli, S. (1973> Nature New Biol. 245, 154.

S0-Katzenellenbogen, B.S. (1975)> Endocrinology 86, 289,

Si1-Martin, L. and Finn, C.A. {1968) ;. Endocr. 41 363.

==’

52-Smith, J.A., Martin, L., KXKing, R.J.B. and Vertes, M. (1870)
Biochen. J. 119, 773.

53-Uriel, J., Rubio, N., Aussel, Cc., Belianger, F. and
Loisillier, M.F. (1872)> C. R.Hebd. Seanc. Acad. Sci., Paris
275, 271S.

S4-Jensen, E.V., DeSombre, E.R., Hurst, D.J., Kawashima, T. and
Jungblut, P.w. {1967) Archs. Anat. Microsc. Morph. Exp.
56, S47.

SS-Stumpf, W.E. (1968)> Endocrinology 83, 777.

S56-Kaye, A.M., Sheratzky, D. and Lindner, H.R. {1972) Biochinm.
Biophys. Acta 261, 475.



S7-Clark, B.F. (1971)> J. Endocr. SO, 527.

58-Tachi, C., Tachi, S. and Lindner, H.R. (1972) J. Reprod.
Fert. 31, S59.

S59-Katzenellenbogen, B.S. and Leake, R.E. (1974) J. Endocr.
63, 439.

60-Katienellenbogen, B.S. and Goraki (1975) ain: Biochemaical
Actions of Hormones, ed. G. Litwatck (Academic Press, NY) Vol
111, pp.187.

61-Krueger, W.Aa., Bo, w.J. and Chung, M.R. (1978) Biol.
Reprod. 19, 385.

6Z2-Leroy, F.C., Bogaert, €. and VanHoeck, J. (1976) J.
Endoecr. 70, S5S17.

63-Peel, S. and Bulner, D. (1975)> J. Reprod. Fertil.
42, 189,

64-Gould, S.F., Bernstein, M.H. and Purcho, R.G. (1978)> Biol.
Reprod. 139, 790.

65-West, N.B., Norman, R.L., Sandow, B.A. and Brenner, R.M.
(1978)> Endocrinology 103, 1732.

66-Galand, P., Leroy, F., Chretien, J. (1971 J. Endocr.
49, 243.

67-Martin, L., Finn, C.A. and Trinder, G. (1973> J. Endocr.
S6, 133.

68-Martin, L., Finn, C.A. and Trinder, G. <1973> J. Endocr.
56, 303.

69-Heald, P.J., Govan, A.D.T. and 0O’Grady, J.E. (19735) J.
Reprod. Fertil. 42, S593.

70-Alberga, A. and Baulieu, E.E. (1968)> Mol. Pharmacol.
4, 311.

71 -Martel, D. and Psychoyos, A. (1978) J. Endocr. 76,
145.

72-Williams, L.T. and Lefkowitz, R.J. (1976) Science 192,
791.

73-Pollard, J.W. and Martin L. (1975> Mol. Cell Endocrinol.
2, 183.

74-Koligan, K.B. and Stormshak, F. \1977> Endocrinology
101, Sz4.



75-Jackson, V. and Chalkley, R. (1974)> J. Biol. Chen,.
249, 1615.

76-Henricks, D.NM. and Harria, R.B. (1978) Endocrainology
103, 176.
77-Makler, A. and Eaisenfeld, A.J. (1974)> J. Clin.

Endocrinol. Metab. 38, 628.

78-Ratajczak, T. and Hahnel, R. (1974) Biochanm. Biophys.
Acta 338, 104.

79-Tseng, L. and Gurpide, E. (1973) Endocrinology 93, 245.
80-Tseng, L. (1978) Endocrainology 102, 1398,

81-Vliadinairshy, F., Chen, L., Amsterdam, A., Zor, U. and
Lindner, H.R. (1977)> J. Reprod. Fertil. 49, 61.

82-Sananes, N., Weiller, S., Baulieu, E.E. and LeGoascagne, C.
(1978) Endocrinology 103, 86.

83-Pietras, R.J. and Szego, C.M. (1975) Endocrinoclogy 26,
946 L]

84-Pietras, R.J. and Szego, C.NM. (1975) Endocrinology 97,
1445,

85-Satyaswaroop, R.G., Fleming, H., Bressler, R.S. and Gurpide,
E. (1978) Cancer Res. 38, 4367.

86-Kirk, D., King, R.J.B., Keyes, J., Peachey, L., Hirasch, P.J.
and Taylor, R.W.T. (1978) In Vitro 14, 6951.

87-Williams, D. and Gorski, (1973) Biochemistry 12, 297.

88-Liszczak, T.M., Richardson, G.S., MacLaughlin, D.T. and
Kornblith, P.L. {1977> In Vitro 13, 344.

89-Gerschenson, L.E., Berliner, J. and Yang, J. {1874) Cancer
Res. 34, 2873.

90-Gerschenson, L.E. and Berliner, J.A. (1976)> J. Steroid.
Biochenm. 7, 159.

91-Beaumont, J.M. and Knowler J.T. {1983> J. Steroid Biochen.
19, 1503.

92-Kassis, J.A., Sakai, D., Walent, J.H. and Gorski, J. (1984)
Endocrinology 114, 1558.

93-Fleming, H., Namit, C. and Gurpide, E. {1980) J. Steroid
Biochemn. 12, 169.

156



[

94-Fleming, H. and Gurpide, E. (1981) Endocranology 10&,
1744.

95 -NMurai, J.T., Lieberman, &.C., Yang, J.J. and Gerschenson,
L.E. <1979)> Endocr. kRes. Commun. &, 235.

96-McCormack, S.A. and Glasser, S.R. (1980) Endocrinology
106, 1634.

97-Heuberger, B., Fitzka, I., Wasner, G. and Kratochavil, K.
(1982) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79, 29%57.

98-Mairesse, N. and Galand, P. (1982) Mol. and Cell. Endocr.
28, 671.

99-Dupont-Mairesse, N. and Galand, P. (1975) Endocrinology
96, 1587.
100-Kuivanen, P.C. and DeSombre E.R. (1985)> J. Steroid

Biochem. 22, 439.
101-Sarff, M. and Gorski, J. (1971) Biochemistry 10, 2557.

102-Milgron, E., Atger, M. and Baulieu, E.E. (1970) Steroids
16, 741.

103-Katz, J., Finlay, T.H., Tom, C. and Levitz, M. {1980)
Endocrinology 107, 1725.

104-Finlay, T.H., Katz, J. and Levitz, M. (1982> J. Biol.
Chem. 257, 10914.

105S-Finlay, T.H., Katz, J., Kadner, S. and Levitz, M. (1983)
J. Steroid Biochenm. 138, 743.

i06-Barker, K.L. (13880)> in: The Endometriunm, ed. F.A.
Kimball (Spectrum Publications, Jamaica, NY) pp.227.

107-Anderson, W.A., Kang, Y.H. and De Sombre, E.R. 1875) J.
Cell. Biol. 64, 668.

jo8-Lyttle, C.R. and DeSombre, E.R. (1977> Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 74, 3162.

109-Peltz, sS.w., Katzenellenbogen, B.S., Kneifel, M.A. and
Mangel, W.F. (13883) Endocrinology 112, 890.

110-Kneifel, M.A., Leytuse, sS.pP., Fletcher, E., Weber, T.,
Mangel, W.F. and Katzenellenbogen, B.S. (1982) Endocrinology
1131, 4933.

1131-King, w.J., Allen, T.C. and DeSombre, E.R. (1981)> Biol.
Reprod. 25, 859.




112-DeSombre, E.R. (1984) an: Biochemical Actions of Hormones,
ed. G. Litwack (Academic Press, NY) Vol. XI, pp.309.

113-Tchernitchin, A., Roorijck, J., Tchernichin, X.,
Vandenhende, J. and Galand, P. (1974) Nature (London) 248,
142,

114-Tchernitchin, A. {1979» J. Steroid Biochen. 11, 417.
115-Tchernitchin, A.N. (1983) J. Steroid Biochem. 19, 95.

116-Mayol, R.F. and Thayer, S.A. (1970) Biochenmistry 9,
2484.

117-Cohen, M.E. and Hamilton, T.H. (1975) Proc. Natl. Acad.
Scai. USA 72, 4346.

118-Cohen, M.E. and Hamilton, T.H. (1975) Biochem. Biophys.
Kes. Commun. 64, 633.

l119-Mairesse, N. and Galand, P. (1980)> J. Steroid Biochen.
12, 299.

120-Teng, ¢C€.S. and Hamilton, T.H. (1970)> Biochem. Biophys.
Res. Commun. 40, 1231.

121-Korach, K.S., Harris, S.E. and Carter, D.B. (1981)> Molec.
Cell. Endocr. 21, 243.

122-Skipper, J.K., Eakle, S.D. and Hamilton, T.H. (1980) Cell
22, 69.

123-Katzenellenbogen, B.S. and Willimms, L.B. (1974> Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 71, 1281.

1Z24-Voaker, A., Ilacobelli, S. and Kram, R. (1974) Proc. Natl.
Acad. Sci. UsSa 71, 4482.

125-Kaye, A.M., Walker, M.D. and Somjen, D. {1975> Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 72, 7.

i26-King, R.J.B., Somjen, D., RKaye, A.M. and Lindner, H.R.
(1974 Molec. Cell. Endocr. i, 21.

127-Iacobelli, S., King, R.J.B. and Vokaer, A. <1977) Biochemnm.
Biophys. Res. Commun. 76, 1230.

128-Mayol, R.F. (1975> Molec. Cell. Endoecr. 2, 133.

129-Walker, M.D., Gozes, I., Kaye, A.M., Reiss, N. and
Littaver, U.Z. {1976)> J. Steroid Biochem. 7, 1083.

130-Walker, K.D., Negreanu, V., Gozes, 1I. and Kaye, A.NM.
{1979> FEBS Letters 98, 187.

158



131 -Kaye, A.M., Reiss, N.
Development

A.M. and Kaye, M.

132-Kaye, A.M. and Keiss, N.
Proteinse, ed. Beato, M.
Press, Amsterdam) pp.3.

133-Marangos, P.J., Z2omzely-Neurath, C., Luck, D.C.M.

and Walker, M.D.
of Responsiveness to Steroid Hormones, ed.
(Pergamon Press, Ox{ford) pp.1l.

(1880) ain:
(Elsevier /North

(1979 in:
Kaye,

Steroid Induced
Holland Biomedical

and York,

C. 1975> J. Biol. Chem. Z50, 1884.

134-Marangos, P.J., Zomzely-Neurath, C. and York, C. (1976)
Biochem. Biophys. kes. Commun. 68, 1309,

135-Wood, T. <(1963) Baiochem. J. 87, 453,

136-Wocd, T. (1964) Biochem. J. 91, 453.

137-Reiss, N.A. and Kaye, A.M. (1981)> J. Biol. Chen.
256, S741.

138-Manak, R.C., Wertz, N., Slabaugh, M., Denari, H., Jen-Te
Wang and Gorski, J. (1580) 1in: Steroid Induced Uterine
Proteins, ed. Beato, M. (Elsevier/North Holland Biomedaical

Preass, Amsterdam) pp.21.

139-Kumar, S.A., O’Connor, D.L.,
<(1983) Biochen. Biophys. Res.

140-Kumar,
237.

141 -Kumar, S.A., Macario, A.J.L.,
A.C. <{1985) 13th Intl.
Pp.499.

A.C. and Devi, M.

142-Pagstini,
Technology:

Seeger, J.T.
Commun.

S.A., and Macario, A.J.L.

Dickerman, H.W. and
Congress of Biochemistry Abs.

(1986)> in:
Molecular Biology of the Endocrine

and Beach, T.A.
111, 15S6.

(1985)> Hybridoma 4,

Pastini,
TH-218

Gene
ICSuU

Advances in
System,

Short Reports, (Cambridge University Press)> Vol. 4, pp.316.

143-Kaye, A.NM.

256, 23.
i44-Kaye, A.M. (1983)> J.
145-Lehmann, H. {1935) Biochenm.

146-Burger, A., Richterich, P.
2. 3338, 305.

H.W.
Commun.

Heldt,
Kes.

147-Jacobs, H.,
Biochenm. Biophys.

and Walker, M.D.

and Aebi, H.

and Klingenberg,

(1981) J. Biol. Chen.

Steroid Biochem. 19, 33.

2. 281, 271.

(1964) Biochen.

M. (1964)
16, Si6.

159



148-Dance, N. and Watts, D.C, (1962)> Biochem. J. 4,
114P.

149-Dawson, D.M., Eppenbergexr, H.M. and Kaplan, N.O. (1955)
Biochenm,. Biophys. Res. Commun. 21, 346.

150-Eppenberger, H.M., Dawson, D.N. and Kaplan, N.O. (1967)> J.
Biol. .Chen. 242, 204.

151 -Dawson, D.M., Eppenberger, H.M. and Kaplan, N.O. (13867)> J.
Biol. Chen. 242, 210.

152-Berlet, H.H., Bonsmann, 1I. @aend Barranger, H. (1976)
Bicchim, Biophys, Acta 437, 166.

153-Shattor, J.B., Morris, H.P. and Weanhause, S. (1979
Cancer Res. 39, 492.

154-Roberts, R. and Grace, A.N. (1980> J. Biol. Chenm.
255, 2870.

155-Perryman, M.B., Strauss, A.W., Buettner, T.L. and Roberts,
R. {1983) Biochin. Biophys. Acta 747, 284.

156-Lott, J.A. and Stang, J.HM. (1980> Clin. Chen, 26,
1241.

157-Willerson, J.T., Stone, M.J. and Ting, R. (1974) FProc.
Natl. Acad. Sci. USA 74, 1711.

158-Fang, v.S., Cho, H.W. and Meltzer, H.Y. {1977) Clin.
Chem. 23, 1898.

159-Neumeier, D., Hofstetter, R. and Gluck, B. (1977) Clin.
Chim. Acta 78, 107.

160-Rosenberg, U., Kunz, G., Frischauf, A., Lehrach, H., Mahr,
R., Eppenberger, H.M. and Perriard, J.C. (1982) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 73, 65813,

iéi1-Wallimann, T., Pelloni, G., Turner, D.C. And Eppenberger,
H.M. (1978) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 75, 42%6.

162-Eppenberger, H.M., Perriard, J.C. and Rosenberg, U. (1981)
J. Cell Biol. &9, 185.

163~-Eckert, B.S., Koons, S5.J., Schantz, A.W. and Zobel, C.R.
(19803 J. Cell Biol. 86, 1.

i64-Koons, S.J., Eckert, B.S. and Zobel, C.R. (1982) Expl.
Cell Res. 140, 401. ‘

165-Fuseler, J.W., Eckert, B.S., Koons, S.J. and Shay, J.W.
<1982) in: Cell and Muscle Motility, ed. Dowben, R.M. and

160



Shay, J.W., Vol. 1, pp.103.

166-Silver, R.B., Saft, M.5., Taylor, A.D. and Cole, R.D.
(1982) J. Cell Baol. 35, 306.

167-Cande, W.2. (1983) Nature 304, 557.

168-Kaye, A.M., Reiss, N., Shaer, A., Sluyser, M., Imacobellli,

S., Amroch, D. and Soffer, Y. (13981)> J. Steroad Biochen.
1S, 69.
163-Besaman, S.P. and Carpenter, C.L. (1985)> Ann. Rev.

Biochem. 54, 831.

170-Peters=son, E_A. (1970) in: Laboratory Technigues in
Biochemistry and Molecular Biology, Cellulosic lon Exchangers,
ed. Work, T.S. and Work, E. (North Holland Publishing

Company, Amsterdam) Vol. 2, Part I1I.

171-Tiseliuvs,A., Hjyerten, S. and Levin, O. (1956)> Arch.
Biochem. Biophys. 65, 132.

172-Bernardi, G. (1973> in: Methods in Enzimology, Vol. 27,
PP.-471.

173-Ey. P.L., Prowse, S.J. and Jenkin, C.R. (1978)
Immunochenistry 15, 429,

174-Ouchterlony, o <(1967)> in: Handbook of Experimental
Immunoclogy, ed. Weir, D.M. (Blackwell, Oxford) pp.65S5.

175S-Landon, M. {1977)> an: Methods in Enzimology, Vol. 47,
PP.145.
176-Gross, E. {1967) in: Methods in Enzimology, Vol. 11,
Pp.238.

177-Allen, G. (1981)> an: Laboratory Techniques in Biochemistry
and Molecular Biology, Sequencing of Proteins and Peptides, ed.
Work, T.S. and Burdon, R.S. {(Elsevier/North Holland,

Amsterdam) Vol. S, pp.53.

179-Mitchell, W.M. (1977)> an: Methods in Enzimology, Vol. 47,
PP.165.

180-1soelectric Focusing, Principles and Methods. Pharmacia
Fine Chemicals. (EF Printed in Sweden by Ljyungforetagen AB,
Orebro, 1982-1>, pp.45.

181-Maniatis, T., Fritsch, E.F., Sambrook, J. {1982) in:d
Molecular Cloning, A Laboratory Manual, ed. Cold Spring Harbor
Laboratory (Cold Spring Harbor, NY), pp.196.

161



182-Clemens, M.J. (1984) in: Transcription and Translation, A
Practical Approach, ed. Hames, B.D. and Higgins, S.J.<(IRL
Press, oxford, England) pp.226.

l184-Laenmnli, U.K. (1970) Nature (London) 227, 680.

185-Goding, J.W. (1983> i1n: Monoclonal Antibodies: Principles
and Practice (Acadenic Press, Harcourt Brace Jovanovich,

Publishera, London), pp.175.

l186-Hermodson, M. and Mahoney, W.C. (1983) in: Methoda an
Enzimology, Vol. 91, pp.352.

187-Conway de Macario, E., Macario, A.J.L. and Jovell, R.J.
(1983 J. Immunol. 59, 39.

188-Bradford, M.M. (1976) Anal. Biochem. 72, 248,

189-Grace, A. and Roberts, R. (1982) Clin. Chinm. Acta
123, S9.

190-Inglis, A.S. (1983> in: Methods in Enzimology, Vol. S,
PpP.324.

191-Benfield, P.A., Henderson, L. and Pearson, M.L. (1985)
Gene 339, 263.



	Portada
	Agradecimientos
	Índice
	Abreviaturas y símbolos
	Prólogo
	Introducción
	Materiales y Métodos
	Resultados
	Discusión
	Conclusion
	Bibliografía

