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GENERALIDADES SODBRE LOS NEUKOFEPTIDOS

El concepto clasico de 1a neurona neurosecretora (1) deseribe a
esta como la neourona especializada en la produccién de  mediadores
quimicos de ‘caracter peptidico, que son secratades hacia 2l sistema
hemal  en respuesta a cierto estfmulo, para de esta manera transmitir
una sefial distinta a la transmisidn sindplica comdn. Sin embargo, en la
actualidad es claro que 1a neurona peptidérgica tamhién va a liberar
sus productos hacia el 2spacio sindptico, en donde la funcion del
neurcpéptido va a ser distinta =n cierta manera a 13 funcidn que ejerce
como  neurchormona (2). Es  asf que, ciertas neuronas  dal  sistema
neurvioso central  son capaces de sintetizar péptidos que al ser
liberados de la terminal nerviosa ejercen una funcién especifica, va
$24 com o neurchormonas, come heuromoduladores o cumo neurotransmisores
de 1a funcién cerebral. Estos nemropéptidss se sintetizan en el soma o
cuarpd neuronal genaralmente en forma de una molécula precursora de
alto  peso molecular, son almacenados dentro de vesfculas en donde se
lleva a rabo el procesamiento, y se transportan hacia 1la terminal
nerviosa, de donde van a ser liberados bajo un estimulo dado,

€l hipotslamo, wn el sistema nervioso central , es #1 érgano
responsable de transducir las senales quimicas v neurolégicas que
convargen 4 €1 en senales neuroendécrinas, La forma en que se llevan 3
cabo estas acciones es & través de la produccion de factores o
neurohormonas que van a ser liberados al sistema porta hipot§lamo
adenchipofisiario, para que al alcanzar sus receptores sspecfficos en
las cdlulas blanco induzcan o inhiban la liberacién de las hormonas
adenohipofisiarias corvespondientes, Entre estos péptidos hipotalgmicos
de liberacién se encuentran la hormona liberadora de la tirotropina o
TRH (3), la hormona liberadora de la hormona luteinizante o LHRH (4),
el factor inhibitorio de la liberacién de la hormona del crecimiento o
Somatostatina (3), 1a hormons liberadora de la hormona del crecimiento
o GHRH (4) vy 1a hormona liheradora de la Corticotropina o CRF (7)., Se
ha descrito, que ademés de ejercer su funcién como neurchormonas, estos
neuropdptidos pueden actuar como neuromoduladores en otras Sreas del
cerabro (8,9,10), Otros neuropdptidos hipotalsminos ya caracterizados y
cuya funcién més conocida dentro del sistema nervioso central es 1a de
actuar como neuromoduladores o neurotransmisores, son la Substancia P
{11), las encefalinas «(12) y la dinorfina (13) entre otras,

BIOSINTESIS DE NEUROFEPTIOOS

EL conocimiento de los mecanismos que regulan 1la produccion vy
liberacién de neuropéptidos es de suma importancia en ¢l entendimiento
de los procesos fisiolégicos en los cuales la neurona peplidergica
participa. Dentro del metabolismo de la neurona peptidérgica, la
biostntesis de neurcpéptidos es uno de los procesos que pudiera estar
sujeto a mecanismos finos de regulacidn. La regulacidén a nivel de la
biosintesis puede estar dada como una respuesta a 1a demanda funcional

idel subsistema neuronal, dado por la estimulanién celular,



Los primaros estudios scbre la biosintesis de neuropéptidos
sugerfan la posibilidad de que para péptidos pequeitos como el TRH (3
aminodcidos) (14) y el LHRH ¢ 10 aminodcidos) (15), la sfntesis se
1levara a cabo a través de un mecanismo de sintesis no ribosomal. Estos
estudios postulaban la existencia de enzimas responsables de 1a
sintesis como la TRH sintetasa v la LHWRH sintetasa. Sin ewbargo,
estudios posteriores demostraron la invalidez de estos postulados v
sugirieron la existencia de mecansisnos de s{ntesis ribosomal a partir
de precursores de alto peso molecular, como hib{a sido descrito parg la
insulina (16},

Los estudios realizados durante la Gltima década demuestran que la
biogdnesis de neuropéptidos involucra la sintesis de un  precursor
polipeptidico de alto pesc molecular, del cual e} péptido activo se
geners wedian te el procesamiento adecuado del precursor dentro del
ax6n (17). La biosintesis esta dada, primeramente por la transeripcion
del: gene espec{fico, sequidn por el procesamiento post-transcripcional
del  RNA qenerado (poliadenilacién, escicién de intrones) dentro del
ndclec, Una vez en el citoplasma, el WRNA es traducido en 1los
ribosomas, generandose as{ el péptido precursor, que mediante el
procesamiento v modificaciones post-traduccionales necesarias, da lugar
al péptido activo, Todos estos procesos podrian estar sujetos a
mecanismos de regulacion, 10 que finalmente se traducirfa en un casbio
an 1a tasa neta de biosintesis del neuropdptido,

Evidencias & Nivel de Biosfntesis.

Hasta el momento, existen pocas evidencias de 1a existencia de mis
de un gene que codifique para un mismo neuropéptido . Se ha observado
unicamente 1a existencia de doy posibles precursores parsa la tLeu-
encefalina que proviensn de genes distintos. Estos precursores son la
Proencefalina A (18) v la Proencefalina 8 o Prodinorfina, en cuyo
aitremo  carboxi-terminal se encuanira codificada 14 secuencia de esta
neuropéptido (193, La similitud entre estos dos precursores sugiere que
anbos genes se originaron g partir de un gene ancestral comdn, mediante
una duplicacién genética.

En clertos casos se ha observado la existencia de més de un RNA
sensajero que codifique para ls sintesis de nés de un neuropdptido. En
el caso de 1a biosintesis de la Substancia P, se ha observado 1a
existencia de dos mensajeros que darfen lugar & dos tipos de
precursores (20), Estos precursores, llamados @-preprotaquikininay -
arpreprotaquikinina  contienen la secuencia de la Substancia P, sin
enbargo, el primero contiene una secuencia adicional de 18 aminogcidos
que corresponde & 13 secuencis de la Substancia K (o es-neurokinina).
Excepto por esta stcuencia, los precursores son idénticos en cuanto a
secucncia nucleotidica., Al parecer el mecanismo responsable de 1la
produccion de dos mensajeros distintos es un mecanismo diferencial de
escicion de intrones en los dos tipos neyronales que los sintetizan,

Los neuropdptidos, como péptidos de secresidn, son sintetizados
como  parte de precursores de mayor tamailo en el retfculo endoplésmico
rugose, en donde 1a “peptidasa seflal® cumple con el primer paso en ¢l
Procesamiento (21). Esta enzima e la encargada de cortar 1a secuencia
senal del producto de traduccién inicial (pre-pro-forms) de los



péptidos de secresion, asi como de las protefnas de mestrana (22), El
procesamiento  del  pre-péptide parece ocurrir como wun  evento
cotraduccional, al tiempo en que la cedena naciente del wpolipéptido
entra & la cisterna del reticulo endoplésmico rugoso. E1 corte
proteolflico generalmente ocurre en el sitio carboxi-terminal del
dltimo vesiduo de 1la cadena hidrofébica, de generalmente 1S a 30
residuos de aminogcidos. La endopeptidasa que cataliza esta reaccion
parece ser una aetaloenzima microsomal,

Evidencigs § Nivel de Procesamiento.

€l sprecursor del neurcpdptido (o pro-forms) continua siendo,
procesado eera dar luger al péptido activo. Lot sscanismos involucrados
en el control del srocesamiento especifico del neurcedptido estan
siendo elucidados en la actualidad. Sin embargo, el problems parece tor
complejo va que se ha ocbsarvado aue el procesaniento proteclitico puede

-ter tejido aespecifico, & pesar de existir ciertas caracterfsticas
comunes entre los tipos de procesaniento en distintos tejidos. En el
C830 de Precursores WU it procesan de manera distinta en distintos
tejidos, el sitio v erado de glicosilicidn del pro-sdptido parece ser
una de las seflales que permiten reconocer o distinguir los sitios
aspecificos de corte. Este es el caso cbsarvado para precursores como
el  de 1o Pro-opiomslanccortina cuyo procesamiento dentro de 1la
hipéfisis anterior es distinto al que se da en el lébulo intersedio de
la hipofisis (23), Por otra parte, modificaciones del tiro d¢ 1o
acetilecion de ciertos residuos dentro de la cadena poliseptidica
parecen influir en la actividad bioldgica del péptido una wvez
Procesado, Como ocurre aard el caso de la a-M3H v la gendorfing (20).
Mbos tipos de eventos en el procesamiento de precursores parecen
iniciarse aen el aparato de Golei, continuandose con la maduracién del
péptido dentro de lat vesiculas de secresion durante el transporte
axonal. ;

Dantro de los precursores, la secuencia biolépicamente activa se
encuentra usualmente forsando una pesuefa parte del precursor total. En
algunos caios puede estar presente mds de un producto bioléeicamnte
activo dentro de un mismo polipgptido, como sucede para 108 precuyrsores
de ACTH (23), 1las encefalinas (18), la vasopresina (23) v oxitocina
(26) y las taquikininas (20). En otros casos se ha observado la
existencia de sds de una copia del mismo péptido biclogicemente active
dentro de un mismo precurtor, como ocurre pard las encefalinas y el
TRH (27). Asimismo, ha sido posible identificar péptidos no antes
conocidos que  poseen activided bioldeica v wue se  encuentran
codificados dentro del mismo precursor que da luser & neuroptiptidos de
funcien conocida (20, 28).

La forsacién de productos peptidicos correctos renuiere de
sistemas de regulacion eficientes a nivel de procesamionto del
pracursor. Caractarfsticamente, los sitios de ruptura de las pro-
hormonas estan marcedos por pares de residucs de aminogcidos basicos
(Lys 0 Arg) en asbos extremos de las secuencias bioldgicamente activas.
Ha sido mropuesto que los pares de residuos basicos representan seffales

para el procesamiento sroteolitico de las pro-hormonas para libervar 14 -

hormona u hormonas codificadas. Dado el procesamiento diferencial de
los pro-péptidos, debe existir una familia de enzimas convertidoras
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(proteasas) de alta especificidad, Varias envidencias experimentales
indican que la proteSlisis post-traduccion de los pro-péptidos onurre
dentro de la vesicula de senresién, en donde parecen estar localizadas
las enzimas de procesameinto, Ciertas enzimas (de actividad parecida a
1a tripsina), han sido caracterizadas para el procesamiento de ciertos
precursores neuropeptfdicos. La enzima encargada del procesamiento dv
12 Pro-oriomelanocorting en el lébulo intermedio de la hipdlasis
de raton, es una tiol-proteasa que actua a pH éptimo de S.1 & 3.6, lo
cual corresponde al pH intravesicular (29). A pesar de aque la
Liberacién del neuropéptido dal precursor generalmente involucra la
hidrolisis en pares de residuos Lys-Arg. existen ejemplos en que 1a
proteflisis ocurre en sitios en donde wunicaminte se encuentra wun
residuo de aninodcido bésico, como ocurre para la liberanicn de la
dinorfina de 1a prodinorfina (19), vy del slicopéptlido carboni terminal
del precursor de la vasopresina (23). Alqunos neuropéstidos pueden
contener un par interno de residuos basicos como por ejemplo ocurre
para el ACTH, el CRF y la somateerinine o OMRN. La estructura
conformacional del precursor puede contribuir a la especificidad de
hidrolisis por estas enzimas de procesaniento. EL corte de un precursor
neurcpeptidico en los sitios de reconocimiento Lys-Arg v Arg-Arg da
lugar & un péptido en cuyo extremo carboxi terminal contiene un residuo
bésico restante. La hidrdlisis de aste residuo renuiere de 1a accidn de
una  enzima procesadora, aue ha sido descrita como ynha enzims del tipo
de la Carboripeptidase 9. En la actualided, ha sido posible
caracterizar la enzima encargada de hidrolizar residuos bisicos en el
extreso carboxilo de la encefalina. Esta "encefalin-convertass® ha sido
carscterizada como una metaloproteasa, presente en grinulor de
secrecion, cuya actividad parece ser no especifics, actuando tobre una
variedad de sustratns neuropestidicos ¢30), .

Una gran variedad de neuropdptidos biologicamente activos estan
protegidos en su extremo carboxilo por un qrupo amido. Entre estos
péntidos se encueniran el LHRI, ol TAN, la »~MSH v 14 Substancia P, El
residuo donador del grupo amino durante la reaccidn de smidecion ev la
glicina (Oly) cavboxi terminal a la secuencia del neurocséptido. En
todos 108 casos en que se ha determinado 14 secuencia del precursor, 1a
secuancia del péptido activo va seguida inmediatamente de un residuo
Gly v uno o dos residyos de aminodcidos bisicos. Para el caso del TRH,
se  ha caracterizado una actividad enzingtica presente en grinulos de
secreci6n que es cepax de convertir el piroBly-lis-Pro-Gly ea TRM,
siendo mayor su sctividad cuando el sustrato utilizado es ¢! Glu-His-
Pro<Oly-Lys-Arg (31), Esta enzimd  parece requirir cobre v icido
ascorbico como cofactores enzindticos (32),

Algunos péptidos bilogicamente activos, ademds estan protegidos en
su extremo aaino terminal, como ocurre para el TRH. el LHRH . v la
Neurotensina, La proteccién del extremo amino terainal involucra 1la
einlizacién del rvesiduo Glutamina (Gin), para dar lugar al gruso
piroglutamilo. La rveaccién de  ciclizacién puede ocyrrir
espontaneanente vy no te ha descrito una activided enzimftica
involucrads en este proceso, Otro tipo de modificaciones post-
traduccion descritas son,la matilacidn, fosforilacion y la tirosil-o0-
sulfonacion.



REGULACION DE LA BIOSINTESIS DE NEUROFEPTIDOS

Hasta el momento, existen pocas evidencias sobre cuales son los
secanismos vesponsables de 1a rvegulacidpn de la biosintesis de
neuropgptidos a nivel de transcripcitn vy traduccion, Esto se debe &
que, sl bien ya se conoce 13 secuencia de varios de 1os RNA mensajeros
que codifican para sstos péptidos, los niveles en que son sintetizados
en el sistema nervioso central no son 1o suficientemente altos como
para realizar ciertos estudios de la regulacién de la biosintesis.

Ciertos estudios muestran que estimulos depolarizantes como la
estimulacién por iones K+ o la apertura de canales de Na+, inhiten 1la
transeripcion del oRNA de 1a proencefaling en cultivos de explante de
wédula adrenal (33), esto se obierva por una disminueidn en los niveles
del afNA especffico, 1o «que correlaciona con la disminucién en el
contenido de Leu-encefalina posterior al cambio en los niveles de
mensajero, Por otro lado se ha obiervado que en neuronds del  estriado
de la rata, en donde coexisten el neurotransmisor GABA vy el
neuropdstido Met-encefalinag, ocurre un sumento en 1ot niveles de akMA v
en el contenido del precursor de las encefalinas en respuesta & un
aumento crénico en los niveles de GABA (34). Este casdbio ocurre
posterior al decremento dréstico de los niveles de Met-encefalina., EL
aumento en la transcripcion vy en la traduccion del mansajero esta dado
como una respuesta a la sayor demanda del neuropdplido.

Estudios mis finos sobre 13 regulacién de 1a biosintesis de
vasopresing (33), demusstran un asumento en los niveles del wRNA
especifico en ciertas neuronas del hipotdlamo, como respuesta a un
estimulo osmdtico crénico. Este smento se observd unicamnte en ¢l
micleo paraventricular y en el ndcleo suprabptico, mweuronas cuyas
prolongaciones llegan a 18 hipéfisis posterior, El ausento en 1los
nivales de mensajero de vasoprésina no fue obiervado an las  neuronas
del ndcleo suprasiasmatico, neuronas que proyectan hacia otras regiones
extrahipotalimicas en e} cerebro v mfdula ewpinal. Esto demsestra que
bajo un wiweo estisulo va & existir ung respuesta distinta en cuento a
regulacion de 1a bhiosintesis de un mismo meuropéptido, aue va a
depender del tipo celular de aue se trate.

OENERALIDADES SOBRE EL TRH

Ls hormona liberadora de 1a Tirotropineo TRH, de estructurs
piroGlyu-His-Pro-NH2 fue caracterizada en base a su funcién como hormona
requladors de la liberacion de T3H o Tirotromina, pero adeass de la
funcién neurocendéerina que ejerce sobre 1a adenohipéfisis, se ha
postulado que . puede actuar como neuromodulador del sistema nervioso
central. El TRH liberado de las terminales nerviosas de 1a  eminencia
media pasa al sistems porta hipotslamo adenchipofisiario, para llegar
al tirotropo, donde promueve 1a liberacion de TSH mediante la unién a
su raceptor especifico vy activacién del sistema dal fosfatidil inositol
34) (figura 1), Se ha observado que el TRH estimula también la
liberacién de Prolactina. asf como 1a transcripcién de su mensajero en
el lactotvopo (37). Asinismo se ha chservado que ¢l TRH tiene efecto
sotre 1a literacion d2 la Hormona del Crecimiento en células tumorales



in vitro 433,

En el hipotilams, el TRH se enzuentra principalmente en la
eminencia media (3-Sng/mg de tejido), en el micleo paraventricular,
nGcleo  supraguiasmético, nGeles dorsomedial, r29ién perifornical
hipotalamo basolateral. Fuera del hipotalamo se ha descrito la
prasencia de 1RH  en 1a neurchipéfisis  formando un  sistema
tuberuloinfundibular separado, E€n mamiferos se ha observado que fuera
del hipotélame el TRH esta presenle en varias regiones del sistema
nervioso centrat imcluyendo la médula espinal. Se ha descrito la
presencia de material inmunorcactivo a 1RH en tallo cerebral, puente,
medula oblongada y mesencefalo, ndcleo accumbens, lébulo olfatorio,
anigdala, hipocampo y gléndula pineal. Los cuerpos neurvnales que
contienen matzrial TRH-inmunoreactive se han descrito en el ndcleo
paraventricular, en el ndcleo dorscmedial, 4rea perifornical v édrea
predptica en el hipotalamo, v en m¢dula oblongada y  células
supraegspinales (33),

Otros tejidos perifericos en donde ha sido descrita la presencia
de TRH son varias regiones del tracto gastrointestinal, en préstata vy
en tastfculo, an mam{feros. Aun no se conoce cual ey la funcién del TRH
en estos tejidos, pevo se cree que en la placenta podria regular la
liberacién de Lactégeno placentarin o de Gonadotropina Coridnica (38).
Se  ha descrito la presencia de TRH en especies inferiores como en la
vana (39).

§e ha demostrado que el TRH produce otros efectos fisioldgicos
diferentes a 0% chservados en el eje endécring, como por ejemslo,
excitacion o inhibicién de la actividad neural, aumento en el recambio
de noradranalina en el cerebro, potenciacién del efectn excitatorio de
1a acetilacolina sobre las neuronas corticales (39), efectos sobre la
conducta motora, sed y hasbre, antagonismo de los efectos del etanol,
los barbituricos y otros agentes depresivos (41), Todo esto ha
pernitido sugerir al TRH como posible neuromodulador.

Se ha ohservado que el TRH s liberado bajo concentraciones
depolarizantes de K¢ en forms dependiente de Cast (41), Varios estudios
se han enfocado a definiv cuales son los neurotransmiscres responsables
de la liberacién de TRH a nivel hipotalémico; sin enbargo, en muchos de
los casos 1os resultados han sido contradictorios (427, Lay dnicas
civcunstancias  fisioléginas  en que se ha descrito un aumento en “la -
fiberacién del péptido son la succién en 1a rata lasctante (43) v la
exposicién sl frio (38,

En la antualidad se han descrito varias enzimas capaces de
degradar al YR y sus metaholitos, 1las cuales se han determinado en
homogenados de cerebro (44) e hipdfisis (45). Hasta el momento solo 1a
pivoglutamatn aminopeptidasa wmambranal (FOAm) pudiera ser la enzima
divectamente responsable del catabolismo extracelular de este
neuropdptido (445,

En 1994 fue posible 1a clonacién del DNA complementario a la
porcion S° terminal del mRNA que codifica para TRH en la plel de
Xenopus - laevis, Dentro dr esta porcidn del mensajero se encuentra la
secugncia que codifica para cuatro copias del TRH flanqueadas por pares



de residucs de aminodcidos basicos, vy péptidos intermedios  de
secuencias similares entre ellos (47). La secuencia nuslestidica del
cDNA  susiere que evolutivamente ocurrvié una duplicacién del gene que
codifica para el TRH. No fue sino hasta principios de 1936 que R.
Goodnan  publicé la secuencia del cDNA que codifica para TRH en el
hipotglamo de la rata (27). Este mensajero de 1,700 bases codifice para
I1s sintesis de un péptido precursor de 29,250 daltones que contiene 5
copias de la sscuencis que darfa lugar & 5 moléculas del TeH una wvez

" procesado el precursor. De la secuencia de este mensajero s¢ observa

que existe cierta divergencia nucleotfdica entre las 3 secusncias que

. dan lugar a las 3 coeias del TRH, presentandose und mayor conservacion

entre la erimera y quinta copias. Existe una gran divergencia entre los
péptidos intermeding codificadas dentro del precursor hipotalsmico, lo
que ho Ociirre para el precursor de TRH de piel de X, lasvis (figura 2),
A su vez, se observa la gran divergencia nucleotfdica entre los
mensajeros «n estas dos especies.

OENERAL [DADES SOBRE EL LMRH

La existencia de 1a hormona liberadora de la hormona luteinizante
(LHW)  fue postulada al ohservar 1a existencia de cierts activided en
extractos de hipotlflamo capaz de estimular la liberacion de la hormons
luteinizante o LK (48). Posteriormente fue posible aislar esta hormona
de Nhipolalamo poreino con 10 que se demostrs su estructura peptidica
constituida por 10 residuos de aminofcidos blogueados en ambos
extremosy -piroGlu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arq-Pro-Gly-Mi2

Bl LW ey el neuropgptido encarqado de ejercer el controt
neuroenddcrine  del sistema  hipotélamo-hivofisiario-gonadal. Este
neuropéstido es liberado de 1a eminencia media, de donde pasa  al
sistess ports hipotélamo adenchipofisiario para alcaniar el

: gonadotrapo, EL LHRH es capaz de estinular 1a 1{beracion de LH y de la

Hormona Foliculo Estimulante, mediante la unién & receptores

especificos en el gonadotropo, v mediante la utilizacion de Catt como
sagundo mensajero (49),

€n el hipotdlamo, ¢l LHRM se encuentra concentrado principalmente
en la eminencia wedia, ndcleo arcuato, organum vasculosum de la lamina
terminalis y rvegion presptico supranuiammitica. Fuera del hipotélamo ha
sido descrita la presencia de LHRH en el 1lébulo olfatorin (5i).
Asimismo, se ha descrito las presencia de terminales nerviosas
LWigrgicas en . la sustancia gris mesencefglica (32). iLa presencia de
LHRH en otros tejidos en la periferia, como placenta (33), y testiculo
(34) ha sido documentads, demostrandose ademis la presencia de
receptores especificos & LHRH en estos tejidos. La existencia de
péptidos de estructura semejante a LHRH, con actividad liberadora de la
hormona luteinizante, ha sido descrita para otros vertebrados com aves
(53), peces (356) v reptiles (57),

Se ha observado mue ciertos neurotransmisores, en particular las

" aminas bivcgenicas, regulan la liberacion de LHRH (58). Asimismo se ha

chservado que los esteroides gonadales jueqan un papel myy importante
n 1a regulacisn de LHRH, pudiendo ser su accion directamente sobre la
neurona peptidéveica o a nivel de neurotransmisores que a su ve:
modulen 1a liberacidn de LHRH (59).



La variacién en 1los niveles de LHRH en ciertas condiciones
fisinlégicas esta altanente relacionada con procesos sexuales comd son
la diferenciacion saxual, 1a pubertad. el ecicla menstrual vy la
veproduccidn.,  Se ha postulado que adends de actuar cono  n2uroharmona,
el LHKH puede actuar como neurcmodulador de la actividad del sistema
nervioso central, Se ha observado que el LHKH esta dirsctamente
relacionado ‘con el control del comportamiento sexual en roedures (60),
Este neurcpéptido es capaz de potenciar al reflejo de lordosis en
roedores, 1o cual es un elemento escencial en el comportamiento
reproductivo en esta especie. Existen ademss evidencias que demiestran
que el LHRH es czpaz de modular la actividad elgctrica de ciertas
neuronas en ol sistema nervioso central (s51),

Por mis de una década, wuna gran variedad de estudios se han
enfocads a elucidar el mecanismo de biosintesis de LHRH. Las primeras
especulaciones sobre la biosintesis de LHRH sugerfan, como para el 1RH,
un mcanismo  de  sintesis no riboscmal (1%)., Sin  embargo,
posteriormente, en base & estudios de incorporacién in vivo de
precursores de aminogcidos radivactivos sequido de la purificacion del
réptido radicactivo a una actividad especifica constante, fue tugerida
la existencia de un mecanismo de sintesis & partir de un precursor de
mayor peso molecular sintetizado en los ribosomas {62). La existencia
de “una especie iunmunoreactiva a LHKH de mis de 5,000 daltones de peso
molecular fue sugerida en base al anglisis radiocinmunol&eico de
fracciones cromatogréficas de extractos de hipot&lamo porcino (83).
€studios posteriores reslizados con entractos de hipotdlamo de rata
sugerian que mediante inmunoensayos de ciertas fracciones
cromatogréficas ers posible determinar la presencia de dos especies
insunoreactivas & LHRH de mavor peso molecular. Uns especie de
aproximadamente 26,000 daltones y una especie intermedia de 1,800
daltones aue podrfa ser el precursor divecto de LHRH (641,
Posteriormente, mediante estudios de traduccion dc RNA mensajero de
hipotalano de rata ¢ inmunoprecipitacién de los productos de traduceion
sarcados con (3-H1-Leucina, 6. biuk observs la prasencia de un péptido
de 28,000 daltones reconocido por anticuerpos anti-LHRH (£5,44). Este
péptido no fue detectado atl incorporar [35-S)-Metionina comn marcador,
ni  al incubar con el miwmo anticuerpo los productos de traduceidn del
oRNA de hipotalamo de ratones hipogonadales,

P. Secbure reportd (67) 1a secuencia del cDNA que codifica para la
sintesis del LHRH en placenta humana. Este cDNA codifica para la
sintesis de= un péptido de 10,000 daltones que contiene 1a secyencias que
darfa  lugar al LHRH sequida de un peptido de 59 residuos de
aminogcidos. WMo fur sino hasta principios de 1986 que fue publicada la
secuencia del eDNA do hipotglam: de rata y de hipotélano de humano, asi
coms de 1os genes que codifican para este péptido ere amhas especies
(68). En cuanto a secuencia nucleotidica, existe un BOX de homolugia en
1a region codificadora en 1os cONA de estas dos especies, y um 60% de
howologia en la regién 3° no traducible, existiendo mayor howsingfa en
1a rveqién 5. En placenta; el WRNA contiene una vegion 57 terminal
extendida por 1000 bases con respecto al wRNA hipotaldmico, 1o que
parece corvasponder & un intron no #scindido durante el procesamiento,
En cuanto a la secuencia del precursor proteico, s¢ cbserva que an
ambss especies es de 10,000 daltones, presentando un 72% de howologfa.



El precursor proteico consta de tres dominios principales que son, 1la
secuencia seffal de 23 residuos de aminoguidos seguido de la  secuencia
de LHRH completamente conservada entre sstas especies, ¥ un péptido de
36 aminodcidos, Estudios preliminaves (69) sugieren que el péptido
carboxi-terminal de S6 residuos de aminodcidos poses  actividad
inhibidora de 1a liberacién de prolactina in vitro, ast como actividad
estimuladora de 1a liberacion de LH, sin embargo esto no ha sido
comprobado in vive. R, Millar ha desostrado que ciertos fragmentos del
péptido carboxi-terminal del precursor de LHRH (70) poseen actividad
Lliberadora de LM en ciertas especies, y se ha postulado su posible
accién como sequndo factor regulador de 13 liberacién de LH. La
enistencia de un factor responsable de la literacion de FSH distinto
al LHAM ha sido postulada (71), sin esbargo, este factor no parece
estar inclufdo dentro de 18 secuencia del precursor de LHRH, como
habrfa sido postulado en cierto momento (67).



DB HETIVRS

€L estudin de la biosintesis de neuropéptidos es de  suma
importancia en el entendimiento de los mecanismos que regulan el
metabolismo de la neurona peptidérgica. La harmena Jiberadora de 1a
hormona Iuteinizante (LHRH) vy la hovmona liberadora de la tivotropina
(TRH)  con los neuropéptidos hipotalimicos que han sido elegidas por el
qrupo  como modelos en el estudis del metabolismo de 1a neurona
paptidérgica, va que su fisiologfa ha sido extensamente estudiada,

Los objetivos principales de este trahajo fueron en un principio
el  caracterizar los precursores protefcos  de  estos  péptidos
hisotalsmicos, as{ como 1a caracterizacién de los RNA iensajerns  que
codifican para su sintesis, desarrollando a su vez la metodologia
necesaria para la cuantificacion de ostos mensajeros hajo condiciones
rimentales diversas,

La caracterizacion de 1os precursores peptidicos asf como de los
RNA mensajaeros de TRH y LHRH se presentd como una etaps necesaria para
entender los  procesos que resulan la  biosintesis de estos
neuropdptidos, debido a que ¢) estudio de la biosintesis de novo de
estos peptidne se ve dificultada dado que la tasa de bios{ntesis es muy
baja.
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ENFOOUE EXPERIMENTAL

La utilizacién de una serie de estrategias experimentales ha
llevado & la identificacidn de varios erecursores neuropeptidicos.
Entre estas estrategias cabe mencionar 1os experimentos de pylso vy
caza,  tecnicas  de  traduccidn en sistema libre de  células e
inmunoprecipitacién, vy técnicas de [NA recowhinante. La biostintesis de
LUK v 1AM se presenta como un aspecto de gran interés en el estudio
integrativo de la neurona peptidérgica.

Como primer cbjetivo en el estudio de la biosinteasis de LHRH, se
planted 14 necesidad de determinar el peso molecular del precursor de
este neuropéptido en el hipotilamo de 1a rata. Este dato seria de gran
utilidad para el enriquecimiento del oRNA que codifica para este
peptido, para  su posterior caracterizacion., El enfoque experimental
utilizado con el propdsito de determinar el peso molecular del
precursor de LHRH, 1e batd en la cbtencion de RNA mensajero de
hipotglamo de vata vy su traduccion en sistemas libres de células. Los
productos de traduccién fueron inmunoprecipitados con anticusrpos anti-
LHRH dirigidos contra la parte central de 1a molécula. La visualizacion
de los productos de traduccién reconocidos por el anticuerpo, se
realizé wmediante cromatografis de afinidad en Protefna A sefaross,
seguide de aelectroforesis en 9el desnsturalizante, Como un enfoque
slternativo en la determinacion del peso molecular del precursor de
LHRH, t¢ qenersron anticudrpas mohoclonsles anti-LHRH  (tesls de
licenciatura del Q.F.0, Rafael Ssavedra D. (72)) esperando que entre
fos anticuerpos generados uno o sfs fueran capsces de veconocer la
secuencia del LIRH dentro de un péptido de mavor reso molecular. Ha
sido propuesto que en modelos animsles en que se simula el ciclo
ovirico wsediante ovarsctomfs vy tratamiento con  estréeenos v
progesterona, se estimula la biosintesis de novo del LNRW, 1o aque
probablemente  incluye 1a sintesis del péptido precursor (73). Con el
objeto de aumentar la probadilidad de detectar este precursor, se
utitizé FRNA  smensajtro de ratas  ovarectomizadas para la
inmunoprecipitacion de 1os productos de traduccion con anticuerpos
monoclonales anti-LHRH,

Con el objeto de estudiar 1a biosintesis de TRH an el hirotdlam>
de 1a rata, ¢ planted g utilizacion de la metodologfa de ONA
recembinante  para  la caracterizacion del RNA mensajero aque codifica
para este pdstido. FPara 1 caracterizacion de este mensajero se
Aropuso primerzmente crear un banco de DNA complementario enrisuecido
an 185 seciencias dnicas del hipotélamo para facilitar 1a busqueda del
RNA  en cuestisn.  Un vez caracterizadn. el cDNA se utilizarfs en la
elucidacion  de 1a secuencia total del precursor, y como o detector en
a1 estudio in vivo e in vitro de la requlacisn de la biosintesis de
TRH. La creacion del banco de cDNA enriquecido en secusncias dnicas del
hipotalamo, «¢ pusde vealizar mediante 1a clonacion del cDNA exclusivo
del hipotslame, purificado mediante 18 hibridizacién de substraccidn
selectiva con sRNA de cercbro extrahipotalimico, o mediante la
clonacion del cDNA sintetizado a partir de una poblacién de RNA
enriquecida, La creacidn de un banco de cONA de alto nimero de
recombinantas facilitaria a su vaz 18 busaueda del cONA en cuestion, va
que se aumenta 1a probabilidad de que al menos una clong contenga al -
cDNA buscada.
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Con el objetn do auncnlar la probatilidad de identificar la clona
que contenga el oOHA que coditica para TRH.  s2 planted com welraleyia
ayperimental de clwnacién del oCHa Je hipotalame Jd2 rata, un protocale
de  sintasis y clonacién que digra Jugar a la oblenaién de un bance  de
21to ndmero de  recombinantes, La figura & muastra un mequema del
protoccls de sntesis vy clonanién del eINA,

fara la busquada del cliNA gue conlizne la secunncia que codifica
para TRM, s2 propyso utilizay cono rastreador aspecitice, o1 cGHA Jde
TRH de pinl Jde Xenopus laevis 1471 wgenerosamente Jonado por el Dr. G
Kreilis Esto, esperando cierta comservanidn entre Ins dos mensajeras
que codifican para ((tH en astas dos eepecins.

Dado que al momento de obtener el banco de olNa hipotaldmico fue
reportada la secuencia del cINA que codifica para 1a sintasis de 1RH en
el hipotalamo de 13 rata (27), vy 2n hase a l1a divergennia existente
entre las secuencias que codifican para 21 TR en el hipotdlauo y en la
piel de X, laevis, sa determind sintetizar un oligonucledtido
complementario a  un fragmento del cONA de IRH de hipotalamo, para
utilizarlo como detector especifico en 1a busqueda de la cluna de TRH
en e] hanco de cDHA, A su vaz este oligonucleotido serviria junto con
el cONA  como detector aspecifico en la cuantificacién del  WRNA que
codifica para TRH, en estudios de hibridizacién tipo "Northern®.

La secuencia del oligonuclestido complementario al «DNA de TRH es:
§¢ woemm e ARA-CUC -CAG~CAT-CCT-0C- A~ AAG -~ ~~~--=37  cDNA
s meme el ygeArg-Oln-His-Pro-Gly-Lys-Arg---=—----  Peptido
I e 117-GLG-GTC-GTA-GGA-CCG -1 I T-TFC- - 54 Oligonuclestido

Cun el objeto de deterainar los niveles del RNA mensajere de TRH
en sujetos bajo distintas condiciones fisinldgicas vy experimentales,
nediante la  realizacion Jde 2studivos de hibridizacion tipe "Nerthern"
(RNA-rastreadores espacfficos) (74), se plantes como necesaria 1la
optimlzacién de s netodoligia e purificacién de RNA & partir de un
afning de sujetos experimentales. En el presente trabajo se yealizé la
conparacién entre  cuatro microwmétodos de purificacion de hiA  total,
ampliomente utilizados para diversns tejidos, incluvendo el tejido
nervioso.

La determinacion de los niveles del nfiNA de TRH en estudins de  la
regulacion de su Lisfntesis. se2 realizara mediante el andlisis por
hihridizacién RNA — rastreadores espirtficos, En el presente tralisjo se
utilizé  la metodologia de hibridizacion en soporte sélide tipo
“Northern", para 1a deteccidn de2t mRNA de TRH en el hipotslama de la
rata. uytilizando como detertores espenfficos tanto el oligunuclasdtido
de secuencia complementaria a un fragmento del oUNA hipotaldnice, as
como 21 cDNA de TRH de hipotdlamd de rata (27}, que tur generosanente
duonado por ¢l Ore  R.H. UGocdman-al final de 13 yealizacaén de 2sios
estudios.
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METODOLOGIA

(.~ PURIFICACION DE RNA

Vodas 1as manipulaciones en que se involurrd el uso de RNA se

_realizaron a 4°C con soluciones preparadas con agua desionizada tratada

previamante .con dietilpirocarbonato o esterilizadas por autoclave.tn
todos los casos se utilizé material de »slgstico esterilizado por
autoclave, o de vidrio esterilizedo en horno a 180°C por 12 horas. Para
1a purificacién del FNA, gencralmente se wutilizaron ratas macho
adultes, de la cepa Wistar, sacrificadas por decapitacidn, cuyos
hipotatamos y cersbros extrahipotalémicos fueron disecados,
transferidos & tubos estériles y congelados inmediatamsnte & -70°C
hasta el momento de 1a purificacion del RNA,

A) METOD0S DE OBTENCION DE RNA

MEFODO .~ Cloruro de Guanidina - Extraccién Cloroformo/Butanol (75).

Diversas cantidades de tejido se howogenizaron en solucién A de Clorure
de Ouanidina <(cloruro de guanidina 7M, acetato de sodio 20mM, DIT 1mN,
pH 5.0) sin descongelar el tejido, utilizando el homogenizador Polytron
a sfnima velocidad por 30 segundos. E1 homogenado fue centrifugado a
11,000 » por 30 min a ~10°C, v el sobrenadante fue filtrado & traves de
uns  gasa estéril pars eliminar lipidos agregados. Se sdicionavon 0.9%
volumenes de etanol & -20°C a el homogenado, vy el RNA se dejéd
precipitar por 12-24 horas a -20°C., €1 RNA se sedimento por
centrifugacién a 11,000 @ por 30 min a -10°C, el sobrenadante se
elinind, v 13 pastilla de ANA se resuspendid en un winimo de volumen de
solucién B de Cloruro de Guanidina (cloruro de gsysniding ™M, acetato de
todio 20mM, DTV feM, EDTA 20aM, pH 7.0). EL RNA swe homogenize
manualmente con un homogenizador de vidrio tiso Dounce, se transfiris a
un  tubo corex estéril vy se precipits por 1a adicisn de 0.55 volimenes
de etanol a -20°C. Despues de 12-24 horas a4 -20%C, el HRNA fue
sedimentado por centrifugacion a 11,000 g por 30 min & -10°C , 'y la
pastilla de RNA se resuspendio en un minimo de volumen de solucion B.
La homogenizacién y precipitacion con etanol fusron repetidas dos veces
ais bajo las aismas condicionss.

La pastilla final de RNA se resuspendié en 1-2 mt do EUTA 20wM pH 7.5 v
e extrajo con un volumen de una mezola cloroformo/butancl  (4:t1). La
fase oregnica fue reectrafda con un volumen mgs de EDTA 20nM pH 7.5 y
asbas fases acunsas fueron colectadas v precipitadas en presencia de
cloruro de sodic 0.250 v 2.9 volumenes de 2tano} a -20 C. Despues de 15
horas & =20°C. el RNA te recolectd por centrifugacién a 11,000 g por 30
min & -10°C, el scbrenadante se eliminé completamznte, y 1a pastilla so
seco por evaporacién con flujo de g9as nitrégeno (filtrado a través de
un  filtro Millipore O.4%mm}. €1 ANA fue resuspendido =n  agua
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desiunizada estérily,

METODD 2.~ Cloruro de Guanidina - Proteinasa K (763,

Ne uno a diez hipotalams de rata fueron homcganizados en solunidn A de
Cloruro de Ouanidina, utilizando el homogenizador Polytron 3 mixima
veloridad por 30 seaundos, E1 homogenado se transfiriéd a un tube
astéril y se centrifugé a 11,000 9 por 30 min a3 -10%C, €1 sobrenadants
se transfirié a un tubo limpio y el RNA se precipitd mediante 1a
adicidn de 0,55 volumen2s de etanol a -20°C por thr para el micrometodo
de purificacién vy de 12 a 24 hrs para el micromitodo. El RNA fue
centrifugado a 11,000 9 por 30 min a -10° y el scbrenadante se elimind
por decantacién v por inversién del tubo sobre una gasa 2stéril para la
aliminacion total del liquids restante. €l RNA se resuspendié en un
afnimo de volumen de solucion B de Cloruro de Suanidina  (900ul/S0ng
tejido, peso humedo), honcgenizando <on vortex, vy se precipits en
presencia de 0,55 volumenes de etanol a -20°C por 1w para el
micromgtodo de purificacisn,y por 12 a 24 hrs para el macromttodn.. El
RNA  fue sedimentado por centrifugacién a 11,000 g por 30 min a ~10°C,
La  homogenizacién en solucién B de Cloruro de OGuanidina v 1a
precipitacion con 0.53 volumenes de etanol fueron repetidas una vez ags
bajo las mismas condiciones.

La pastilla de RNA se resuspendid en una solueidn de Froteinass K
(400ug/ml) en Tris-1HC1 30mM pH 7.4, rloruro de sodio 0.1M, EDTA 1M,
805 0.5K (400ul/SOng de tejidod preincubada a 37 C por 15 min, vy se
incub6 por thr a 37 €, E1 RNA tratado con Proteinasa K se extrajo con
un  volumn de una mezela fenol/cloroformo/alnohol isoamflice (90i%031)
(fenol saturado en Tris-Hil 30wt pH7.4, cloruro de sodio O.iM, EDTA
taM), 1a fase acuosa se transfiric a un tubo estéril v el RNA ge
precipito «n presencia de cloryro de sodio 0.25M v 2.5 volumenes de
etannl a ~20%C por 12-24 hrs. E1 RNA se sedimentd por centrifugacién a
11,000 ¢ por 30 min & -10%C, La pastilla se secd con flujo de gas
nitrégenc.

METODU 3.~ Tiocianato de Guanidina - Gradiente de Cloruro do Cesio
an.

El tejido se homogenizéd & mixima velncidad por 30 segs. con el
homogenizador Folvtron en una solucidén de Tiocianato de Guanidina 4.2M,
lawril sarcosianato de sodio 17mM, citrato de sodio S pH 7.0y 2-
marcaptoetanol 0.7% (14ml/gr de tejido). El hemogenado se transfiris a
um tubo estéril (polialomero) para ultracentrifuga, conteniendo un
cuarto de volimen de una solncion de cloruro de cesio S5.46M en E0IA
6N PH 7.0, vy s cenlrifugd a 36,000 rpm por I8 hrs & 20%C trotor SW
$0.1 Beckman), Al termino de la centrifugacidn, 13 solunién de cloruro
de cesio se elimind poto a poco con pipeta pasteur, lavando las paredes
del tubn con agua esteril, sin llevarse la pastilia de RNA. ElL cloruro
de cesin restants s2 eliming, se 1svéd el fondo del tubo con 0.5 ml de
etanol al 70% a -20°C, vy el RNA s2 resuspendid en 200ul de E0NA 2uM pH
7.4 con calentamiento 3 60°C por 10 min, EL RNA s# transfirié a un tubo
eppendorf  estéril de 1.5n1 v s precinito en presencia de cloruro de
sndio 0.25M vy 2.5 volumenes de etanol a -20°C por 12-24 hrs. El RNA <@
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sedimenté por centrifugacién a 12,000 vem por 1S min a 4°C en
microcentrifuga (Beckman 12). €l scbrenadante fue eliminado, el RNA se
resuspendié en agua desionizada estéril y la precipitacion etandlica
fue repetida bajn 1as mismas condiciones. La pastilla final de RNA se
sectd por evaporacién al vacfo {en concentrador rotatorio de wmarcs
Savant) y se resuspendit en agua desionizads estéril.

METODO 4.~ RNA Citoslgsmico (78),

De uno a tres hipotélamos de rata fueron homogenizados en 200ul de
Tris-HCL S0omM pH 7.4, cloruro de sodio 2%eM, cloruro de magnesio SaM,
mecanicamente con un homogenizador Bellco Glas Inc. utilizando véstago
de teflén. €l homogenado se transfirié a un tubo eppendor! estéril de
1.9a] v se adicionaron Sul de MNAsin (30 U/ul) v Bul de Triton X-100 al
- 2%, wetclando vigorosamente con vortex. Con el objeto de precipitar
. nocleos, se adicionaron 100ul de una solucion de sacarosa al 72% v e
centrifugd & 12,000 rpm por 10 min & 4°C en aicrocentrifusa. E}
schretradante fue transferido a un tubo eppendor! estéril de 1.Sal, v
100ul de una soluci6n de cloruro de sodio 0.4, EDTA 40mM pH 7.3 , SOS -
0.6% fusron adicionadot, E| MNA se extrajo 3 veces con una aercla
fenol/cloroformo (111) (fenol saturado en Tris-HCl 23aM pH 7.4, cloruro
de 10dio 0.1W, EDTA 10sM) transfiviendo ceda vez la fase aruosa & tubos
estériles. E1 RNA se precipité en presencia de clovuro de sodio 0.2 v
2,8 volumenes de etanol & -20°C por 12-24 hrs ¥ se sedimenté por
centrifugacién a 12,000 rpm por 1S min & 4°C en microcentrifugsa. La
pastilla de MNA fue lavada con etanol al 70X v el resto de liguido se
evaport a sequedad en un liofilizador rotatorio marca “"Savant®. El RNA
se resuspendid en sgua estéril.

La concentracion y pureta de todas las esreparaciones de RNA fwe
deterninada mediante lecturs de densidad dptica & 230, 260 y 200 nm y
por electroforésis en eeles de Acrilamida 3%, Ures OM en solucidn TBE
1 (1),

B) CROMATOORAFIA DE AFINIDAD €N OLI0O-dT CELULOSA

Con el objeto de purificar el RNA mensajero poli<A), @1 RNA total se
sonstié & cromatograffa de afinidad en oligo-dT celulosa (80). Para
esto, de S0 & 100mg de resina (capacidad 123 ODsee /9r de resina,
equivalente & aproximadamente Smy de RNA poli(A)/gr de resina) fueron
previanente hinchados an agua estéril, la resina fue sontada en una
colusna de Sml de volumen, y lavada 3 veces con hidréxido de sodio 0.1M
para likerarla de ribonucleasss. Posteriormente la resina se equilidbré
lavando con 6 volumenes de solucién alta en sal 1K (Tris-HC1 10at sH
7.9, cloruro de sodio 0.5M, EDTA 1aM).

EL RNA @ purificar (de 0.5 & Smg de RNA total) fue resuspendido en
EDTA 2uM pH 7.5 (2wg/wl), desnaturalizado 4 63°C por 10 min, @
inmediatamente detpues fue transferido a yn baho de hielo, El RNA te
diluyd con un volumen de solucidn alta en sal 2% v se aplic6 a la
columnas Se colecté el primer eluado (volumen musrio) que se volvio a
aplicar a la columna, vy 1a rasina se lavs con 12m] de la sclucisn alta
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en. sal. EL RNA polilA) se eluyd con 3ml de la solucién baja en gal
(Tris 1omM pH 7.5, EOTA LeM; a 6%°C, v la densidad éptica del eluado
fue determinada a 230, 2650 y #30nm para corroborar 1a presencia del
fHA, El FNA polilA) se precipitd mediante 1a adicién de un décimo de
volumen de acetato de potasio 20% pHA.O y 2.5 volumenes de etanol a
~207C, Despues de 12-28 horas a -20% =1 [NA se sedimentd por
centrifugacion a 11,000 9 por 377 min a ~10°C, el resto de etanol se
evaporé a sequedad con flujo de nitrégeno gas, y el RNA se resuspendid
en agus desionizads estéril. La concentracién final del RNA polilA)} fue
determinada por lectura de la densidad 6ptica de una alicunta a 230,
280 y 280nm.
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11~ YRADIXCCION EN SISTEMA LIBRE DE CELILAS, INMUNOPRECIPITACION CON
AT ICUERFOS ANT [-LHRH.

A) TRADUCCION EN SISTEMA LIBRE DE CELVWAS.

Para 1a traduccién del RNA polilA) se utilizaron erincipsimente dos
sistemas libres de célulasy el lisado de reticulocito de conejo
preparado en el laboratorio del Dr. Lino Dfaz de Ledn (ver articulo
anexo), o adauirido de 1a casa comercial Mew England Nuclear, y el
extracto de Germen de Trigo donado por la Dra. Marcelle Worrison.

B) INHUNOPRECIPITACION CON ANTICUERPOS ANTI-LHRH.

1) Anticuerpos policlonales anti-LMRH (ver artfculo),
2) anticuerpos monoclonales anti s

Para la utilizacién de anticuerpos monocionsles anti-LHRH, primeramente
se cargcterizaron las moléculas presentes en axtractos de - hipotdlamo
reconocidas por el anticuerpo monoclonal anti-LHRH BKL2 obtenido en e}
laboratorio (lrabajo de tesis de licenciatura del Q.F.B. Rafael
Saavadrs Durgn, (72)). Se obtuvieron extraclos de hipotélamo de rata
nacho adulto aue fueron separados en base a su peso molecular mediante
cromatografia de exclusion molecular en Sephadex G-30. Cada una de las
fracciones elufdas fueron snalizades eediante radicinmuncensayo (61)
utilizando el anticuerpo monoclonal anti-LHRH BKL2. De  estos
experimentos se observé que dicho anticuarpo es capsr de reconccer
unals) especiels) solecularies) aue coeluyein) con el LHRH sintético,
sin esbargc no fue posible observar ¢l reconocimiento de aleuna especie
de mayor peso solecular, Pars comprobar que la Gnica molécula que cruza
con ¢l anticuerpo en la faccion que comigra con LHAH sintético e ol
LHRH, se cromatografio esta fraccion por cromatoqatfa liquida de alta
resolucién, encontrandose que ags del 90% de la insunoreactividad tiene
el mismo tiempd de retencion que ¢l LHRH (trabajo realizado en el
laboratorio por el 0.F.B. Rafssl Saavedrs, el Q.F.D. Higuel Cisneros vy
el Dr. Jean Louis Charli), .

La traduccion de RNA polilA) se realizé en lisado de reticulocito de
conejo el cual fue adquirido comercislmente de 1a casa New England
Nuclear. La traduccién se llevd a cabo en un volumen final de 2341 en
presencia de 10ul del lisado, acetato de potasio 200mM, acetato de
sagnetio 3.7%M v 20uCi de [35-Si-Metioning (1050 Ci/amol), por §t hr a
37°€C. Los productos de traduccién fueron incubados con 120n9/el  del
anticuerpo monoclonal anti-LHRH BKL2 (purificado por precipitacién con
siulfato de amonio y por cromatografia de intercambio isnico (72)), en
presencia o ausencia de 10ug de LHRH sintético. EI andlisis de  los
productos inmunoprecipitados se realizd como se describe para la
inmunoprecipitacion con anticuerpos policionales (ver artfculo).
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111, - CREACION DE UN BANCO NE DNA COMLEMENTARIO AL RNA MENZAJERD DE
HIPOTALAMD DE RATA.

A) SINTESIS DE LA FRINERA CADENA DE DNA COMPLEMENTARIO.

Para 1a sintesis de DNA comlementario (cONA) se utilizaron Sug de RNA
Poli(A)++ de hipotdlamo de vrata como  templado, praviamznie
desnaturalizado en presencia de hidroxido de metil mercurio 10mM, por
10 nin a4 temperatura ambiente en un volumen final de 10wl (77), Al cabo
de este tiompo se adiciond un volumen de  2-mevcaptoetannl J00mM vy
RNAsin a una concentracion de 0.5U/ul final en el volumen total de
vearcion (79). La reaccion de sintesis do 1a primera cadena del cDHA se
tlevé a cabo en un volumen total de 104Ul en una solucidn de Tris-HCl
Somd . pHS.3, cloruro de magnesio L0mM, cloruro de potasio 70wM, en
presencia de dATP, dGTP, TTP Imt cada uno, dCTP 0.2%wM, 15uCi de

@f32-P}-dCTP (7000 Ci/wmol), 10ug/ml de Oligo dV,...e,» SOug/ml de
Actinomicing D v 20U0/uqg de ARN de 14 enzima Transcrietass Reverss de
virus de mielohlastosis de ave (79,82). Despues de incubar a 42°C por
1 hr, la enzima fue inactivada mediante 1a adicién de 4ul de EDTA O.5M
pH 8,0, Alicuotas de 2.5yl fuerun tomadas a los tiempos O y 40 min de
incubacion para 1a determinacion del rendimiento de sintesis de cINA,
mediante incorporacidn de marca a filtros de intevrcambin idnico DESI
(79) v andlisis electroforetico en gel de Acrilamida 5% Urea B8M en
solucién TBE 1X (TBE 1xs Tris-HC1 0.089M, dcido bérico 0.08%M, EOTA
M) (79),

El cONA cadena sencilla se extrajo con un volumen de uns mezcla
fenol/cloroformo/alechol  iscamflico (3015011) y 1a fase orgénica se
reextrajo con un volumen de Tris-HC1 10aM pitB.0, EDTA 1sM (TE pH 3.0) vy
anbas fases acuosas fueron colactadas. EL ARN se digirié incubando a &5
C por 20 sin con 20ul de hidréxido de sodio M. La neutralizacién se
realizb adicionando 20ul de gcido clorhidrico 1M y.20ul de una solucién
de Tris-HCl 1M M 7,3, E1 cDNA se precipitéd con un volumen de acetato
de amonio ¥, 2 volumenes de etanol y 10ug de tRNA como acarrzador, por
15 min a ~70°C.  El cDNA fue colectads por cantrifugacion a  12,000vpm
por 15 min & 49 on microcentr{fuga, la pastilla lavada una vez con
etannl al 70% v el etanol restante evaporadn 3 sequedad en evaporador
rotatorio de marca Savant, E} cDNA cadena sencilla  (eDMA-cs)  fue
resiyspendido an 25¢1 de agua desionizada estéril, .

B) SINTESIS DE LA SEGUNDA CADEMA DE [NA COMFLEMENTARLO

La reaccion de sintesis de la segunda cadena de cDNA se Llavé a cabio en
uh volimen de 100ul conteniendo Hepes 0.IM pH 4.9, cloruro de magnesio
10m4, cloruro de potasin 70uM, DT 2,9mM, dAiP, doTP, (TP 0.5nM cada
uno, dCTP 0.260M, 1SuCi de «i32-1-4C1F (7000 Cifmaol) v 50 unidades
del fragmento Klenow de la DHA polimerasa 1 por eicrogramo de  oDMA
cadena  Sepcitla (793, La reaccidn se incubd por 14 hrs a 15°C al cabo
de las cuales se agregaron 10ul de Tris~HCL 1M pH 8.2 y 20 unidardes de
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Transeriptasa reversa y se incubd por una hora més a 42°C. Alicuotas de
2,531  fueron tomadas antes y despues de la reaccién para  la
determinacion del rendinmiento de s{ntesis de 1a segunda cadena de cDNA
y analisis en gel de Acrilamida 5% Ures 5M. La rveaccién fue detenida
wediante la adicién de 2ul de €DTA 0.5M pH 8.0. E1 ONA se extrajo con
un volumen de una mezcla fenol/cloroformc/alecohol isosmilico (50tS50:1)
Yy st precipité con un volumen de acetato de amonio 44 pH 8.0 y 2
volumenes de aetanol, a -7Q% por 15 min. EL cDNA doble cadena fue
colectado por centrifugacion a 12,000 rpm por 15 min & 4°C en
nicrocentrifuga, la pastilla lavada con etanol al 70X vy el etanol
restante evaporado a sequedad en el evaporador rotatorin Savant. €l
cDNA  doble cadena (cDHA-de) fue resuspendido en 10ul de  agua
desionizada estéril.

C) TITULACION ¥ DIGESTION DEL DNA COMPLEMENTARIO CON NUCLEASA St

La Nucleasa St (casa comercial BRL) fue titulada a concentracién
varishle de enzime utilizendo aproximadamente Sne de cONA doble cadena
(~4,000cem) comc sustrato por reaccién (79,83). Cada reancisn se lleve
4 cabo en un volumen total de 10ul en acetato de sodio S0mN pH 4.9,
sulfato de zinc 1w, cloruro de sodio 0., elicerol 0.%%, con 0.005,
0,08, 0.5, S v 10 unidades de enzims, por un minuto & 37°C, La reaccién
fus detenida mediante 1a adicion de O,%u) de EDTA O.5M pHE.0. La
eficiencia de hidrélisis de DNA cadena sencilla fue deterainada como el
decremento en rvadioactivided de cDNA por acoslamiento a filtros de
intercasbio i6nico DEBL, vy por anglisis electroforético en gel de
Acrilemida SX Ures OM on TBE 1X,

Una vez titulada 1a Nucleasa Si, el cONA fue digerido con la enzima a
und concentracion de 200 U/ug de cDNA doble cedena en un volumen final
de 30ul, bajo las condicionas anteriores. Alicuotas de ful fuaron
tomadas & los tiempos O v 1 min de incubaciém, vy fueron analizadas como
se describe anteviorminte, E1 cDNA se extrajo con un volumen de una
sezcla de fenol/cloroformn/slcohol iscemilico (5045011), fase aue se
rveextrajo comn un volumen de solucion TE pH 8,0 y ambas fases acuosas
se colactaron v resxtrajeron 2 veces con eter saturado en solucién TE
pH 8.0, El cONA doble cadena se precipitéd en presencia de acetato de
amonio v etanol bajo las condiciones anteviores v se  resuspendis en
20ul de agua desionizada estédril.

D)} METILACION DEL cDNA EN LOS SITIOS DE RESTRICCION Eco Ri.

Las sitios de restriccién veconocidns por 1a enzima €co R1, presantes

dentro de las secuencias del cDNA, fueron protegidos mediante 1la

metilacion con 1a enzims Metilasa de Eco R (1Sus/ml) v S-Adenosil

Wetionina (10uM). La reaccion se llevd a cabo en un volumen final de

22.5u1, en presencia de Tris-HOL SOmN eH 7.5, EOTA 1w, D11 S5aM,

:scuh:n\do por 15 min a 37°C v se inactivé por calentamiento a 70<C por
win (E4),



€) POLIMERIZACION DE LOS EXTREMOS DEL oDNA DOIBLE CADENA.

Con el ohjeto de obtener moleculas de cDNA doble cadena de  extremas
rasurados v suceptibles a 1a ligacidn posterior, los extremes 57y 37
cadena sencilla restantes se polimerizaron con 10U de DNA polimerasa 1
fragmento Klenow en un volumen total de 25ul en presencia de cloryro de
magnesio 1OmM y dATP, dGTP, dCTP, 1TP 20uM cada uno, incubando por 30
min & temperatura ambiente. La enzima fue inactivada con ful de EOTA
0.58 pH 8.0 (84).

E1 cDNA 52 extrajo  con un  volumen de una mezcla
fenol/cloroformo/alechol  isoamflico (S50:S5018) v la fase orgénica se
rcextrajo con  un volumen de solucion TE pH 8.0. Aihas fases acuosas
fueron colectadas y el cDNA fue precipitado con un volumen de  acetato
de' amonio M y 2 volumenes de etanol a -70°C por 15 min. El cDNA se
colecté por centrifugacién a 12,000 rpm por 15 min a 4°C en
microcentrifuga, el sobrenadante se eliminé y el etanol restanta se
evaporé a sequedad en evaporador rotatorio Savant. EL cDNA se
resuspendic en 10ul de agua desionizada esteéril.

F» FOSFORILACION DE LOS ADAPTADORES DE Eco Ri. LISACION DE LOS
ADAPTADORES AL cDNA.

Diez picomolas de oligomero de secuencia nucleotidica reconacida por la
enzina de restricecion Eco Rl (1pmolsull, fueron fosforiladas con 10uCi
de y [32-P1-ATP (7000 Ci/mmol) y 10 Unidades de 1a enzima
Polinucleotido cinasa de T4, La reaccién se llevd a 2abo en un volumen
total de 1Sul «n prasencia de Tris -HC1 30mM pHZ,8, cloruro de magnesio
fOmM, DIT ImN, por 20 min & 37°C. Al cabo de este tiewpo se adiciond
ful de ATP 100N v se incubd por 20 min adicionales (79). La enzima fue
inactivada por calentamiento 1 55%C por 10 min.

Los oligomaros fosforilados fueron ligados al ¢ODNA doble cadena
nediante ¢l uso de la enzima DNA Ligasa de T4, La reaccién se llevéd a
cabo en un volumen final de 25ul on solucidn de Ligasa (Tris 30mt pH
7.8, cloruro de magnesio f0mN, DTT 10mM, ATP SmM) con 10 Unidades de
enzima, tncubandd por 15 hrs a 16 C (79,85), La enzima fue inaclivada
por calantamiento a 85°C por 10 min. Alicuotas de tul fueron tomadas
antes vy despues de la incubacién para la determinacién de 1a eficiencia
de fosforilacién y ligacidn de 1l1os oligomeros, mediante anflisis
electroforgtico en gel de Acrilamida 20% Urea BM en solucisn TBE iX,

G) DIGESTION CON LA ENZ(MA DE RESIRICCION Eeo RI.

Con el nbjeto de obtener moléculas de cDNA suceptibles de ligarse al
ONA  del vector de clonacion, se generaron extremos cchesivos y
complamentarios en el ciNA mediante sy digestién con la enzima de
restriccion Eco kY, La rexccién se llevs a cabo en un volumen total de
30ul en Tris-HC) S0mM pH 7.3, cloruro de magnesio 10mM, cloruro de
sodio 100eM, DTT imM con 10 unidades de la enzima, incuhando por S hrs



a 279C. La enzims s inantivd por calantamiento a 65°C por 10 min (79),

El cINA doble cadena de extremss cohesivas se purificd de  los
oligomeros v §E32-PI-ATP restantes mediante cromatografia de exclusién
molecular en Sephadex G-50, con solucidén TE pH 7.5 como aluyente. Las
fracciones corraspondientas  al primer pico de radioactividad elu{da
fueron cnlectadas vy precipitadas en presencia de cloruro de sedio 0.25M
¥y 2.5 volumenes de etanol a ~20°C por 12 hrs. El cONA fus sedimentadn
por ultracentrifugacién a 25,000 rpm (rotor €W 50.1, Bechkman) por 1 hr
a 4°C. E! sobrepadante fue eliminado, la pastilla lavada con etanol al
0% v el 1iquido restante fue evaporado 3 sequedad en  evaporador
rotatorio Savant, €1 cDNA listo para ligarse al vector de clonacidn fue
resuspendido en 15yl de agua esteril.

H) EFICIENCIA DE LIGACION AL DNA DEL BACTERIDFAGO Agtil, EFICIENCIA DE
ENPACAMIENT) E INFECCION.

El DNA del bacteriéfago Agtll digerido con 1a enzima de restriccidn Eco
Rl y desfosforiladn fue adquirido comercialmente (estuche "Protoclone,
Promega Biotech). Para comprobar la capacidad de ligacidn de un DNA
pasajero al DNA del bacterisfago Agqtil, se incubaron 0,Sug del DNA de
tLl vy 0.2ug de DNA de plésmidn (control del estuche, 3kb) con 0.5U de
ONA Ligasa de T4, en solucidn de Ligasa en un volumen total de Sul, a
16%C por 1S hrs (35), Una alicuots de tul fue sometida & electroforesis
en minigel de agarosas al 1% en solucién TBE G.25K para el andlisis de
1a eficiencia de reaccién,

Para el empacamiento del DNA recombinante dentro de cépsides de
bacteriofago de tipo lambda, se adauiris comercialmente el extracto de
enpacamiento para bacteridfagos tipo lambda (estuche “Packagens”,
Arersham), v 1a reaccién se llevé a cabo bajo las condiciones deseritas
por el proveedor, Los tubos de extracto se dascongelaron en bafo de
hielo v el ONA se mezcld inmediatamente con ambos componentes del
eutracto, La mezela se centrifugd por S0 seg en minrocentrifuge &
12,000 rpm a temperatura ambiente, y se incubs por 2 hry & 22°C, Al
cabo de este tiempo se diluyd la mezcla a un volumen final de S00ul con
solucién S (SMs Tris 30m4 pH 7.9, cloruro de sodio 100w, sulfato

de magnesio 10mM, eelatina 0.01%) agregando 20ul de cloroformo, se
mezel6 con vortex y se centrifugéd a 12,000 rpm por 1 min 3 temperatura
ambiente. E1 sovbrenadante con los bacteriofagos se mantuvo a 4°C para
conservar su estabilidad.

Con el objeto de comprobar 1a eficiencia de empacamiento e infeccisn
por 1os  bacteriéfagos recombinantes, se efectuaron diluciones de 1a
mc2cla de empacamientn para su titulacién mediante infeccién de la cepa
litica €, coli Y1090 (79,84), Para la infeccién, se creciéd un cultivo
l{quido de Ja cepa YLU50 en S ml de redio £V (ver apendice 11} con
saltosa a1l 0.2% como inductor de la sintesis de receptores de
superficie. Cien microlitros del la cepa crecida por 8 hrs a 37°C  cun
agitarién, se infectaron con Sul de cada dilucidn de bacleridfagos en
presencia de cloruro de caleio SaM, cloruro de magnesic SuM, por 15 min
4 379C. Al cabo de este tiamps se adicionavon 20ul del  inductor dal
gene  de @ -galactosidasa, IPTG (20mg/ml) (ver apendice 1), SO0ul del
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sustrato cromogénico X~Gal (20m9/ml en dim2tilformamida) (ver apendice
I)y vy Sml del medino NYZSM-agar suave (ver apendice Il) a S0°C para
inocular sobre medio NYZICM sélidos en eaja petri (ver apendice [I). las
bacterias infectadas fueron incubadas a 42°C por 12 horas en posicién
invertida, para favorecer la lisis por bacterisfagos. El ndmero de
bacteriofagos recombinantes fue determinado contando las unidades
formadoras de placas transparentes y por correscidn de dilucién v
vnlumen,

1) CLONACION DEL cDNA,

Aproximadamente 0.5u9 de cDNA doble cadena fueron ligados a Bug del ONA
de 'fago. Agtil con 3U de la enzima BNA ligaca de T4, en prasencia de
solucién de Ligasa y ATP 10mM en un volumen final de S0ul (8%). la
reaccién se lLlevs a cabo por 15 hrs & 16°C y 1a enzima se inactivé por
calentamiento a &%°C por 1) min. Para comprobar que 13 reaccion se
llevt 4 cabo en su totalidad, alicuotas de tul fueron tomadas antes v
despues de la reaccién v fueron analizadas mediante elactroforesis aen
ninigel de agarosa al €X en solucign TBE 0.23K.

Para comprobar 18 «ficiencis de ampacamiento e infeccién del <ONA
1igado al fago, un décimo del DNA recombinante se empacH ¢n cpsides de
bacteriffagos de tipo lambda utilizando una reaccign del extracto de
enpacaniento (estuche "Packagens™), bajo las condiciones descritas
anteriormente. Con el objeto de obtener ¢l tituln final del banco de
cDNA se tomaron alicustas de S y 50ul de diluciones 1073 y 107% de la
mezcla de empacamiento para infectar 1a ceps E. coli Y1090 y titular
en presencia de IPTG y X-Gal, y de esta manera obtener el titulo de
placas de lisis  recombinantes (transparentes) contra las  no
recoshinantes (azules, induccién del gene de @-9alactosidasa y
degradacion del sustrato cromogénico).

Una vez comprobada 1a eficiencia de ligacion, empacamiento e infeccién
del cOMA recosbinante, se empact el [NA restante utilizando 4ug de ONA
recombinante por reaccién de empacamiento. La  eficiencia de
espacamiento vy la capacidad de infeccidn, as{ como el t{tulo de
bacterisfagas recombinantes se  determing como  se describe
anteriormente,

J) PURIFICACION DE TNA DE BACTERLOFAGOS RECOMBINANIES,

Con ¢l objeto de determinar tanto la presencia como el tamafic de los
insertos de ¢DNA, se purificd DNA de bacteridfagos recombinanles a
partir de bacteridfagos amplificados por infeccién en la cepa v10%0 de
€.coli. Para amplificar y seleccionar un numerd representativo de
bacterisfagos recombinintes, se infectaron 100ul de un cultivo de la
cepa Y1090 en medin CY + maltosa 0.2% con una alicuota adecuada de una
dilucién 10 de los bacteriéfagos para chlener un titule final de 100-
200 unidades formadoras de placas por caja. La infeccién se llevs a
cabo  coma . se describe antericrmente, De las placas de lisis
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transparentes (recombinantes) ze seleccionaron 45 placas aisladas y s
recolactaron por aspiracién del agar con pipeta pasteur estéril.  Los
bacteriéfagos sa eluyeron en conjuntos de 3 fragmentos de agar (3
p:aaas distintas) en iml do medio SM con 20ul d2 Cloroformo a 4°C  por
24 hrs.

1) Purificacidn de DNA de banteridfagos recombinantes en pequena escal

(kLI T o TTTTTT

Para 1s amplificacidn de 10s bacteridfagos recombinantes seleccionados,
se infectaron 130ul de la cepa Y1090 previamente crecida a 37°C en
medio CY ¢ maltosa por 8 hrs con agitacién, con 100ul de los
bacteri6fagos eluidos en medio SM (aproximadamente 2 x 10% pfu/ml). La
infeccion se llevs a cabo por 15 min a 37 C, vy 12 awplificacion se
efectué adicionando Sml de medin NYICM suave prefundido. y sembrando
sobre cajas con agar NVICM duro. Las cajas fueron incubadas en posicién
invertida por 12 hrs & 429C, 1y los bacteribfagos ampliflicados e
eluyeron con S ml de medio SN a 4°C por 2& hrs. El medio SM de cada
cajas fuc transferido a un tubo corex de 15nl para eliminar los restos
bacterianos por centrifugacién a 8,0009 por 10min & 4°C. El Mauide
sobrenadante se transfirié a un tubo limpio v se adiciond Ritonucleasa
A (RNAsa A) y Desoxiribonucleasa 1 (DNAsa [) para tener una
eoncentracién final de tug/ml de cada una de estas aenzimas. La
digestidn se llevé a cabo por 30 min & 37°C y al cabo de esta se anadié
un volumen de una solucién de Polietilenaticol al 20X vy cloruro de
sodio 2M en medio SM y se incubé por 3 horas en un bano de hielo-agua.

Las particulas de bacteriofagos se precipitaron por centrifugacion @
10,0009 por 20 min a 4°C y ) sobrenadante fue eliminado por aspiracién
¢ inversibn del tubo, Los bacteriéfagos fueron resuspendidos en 0.5 wl
de mwedio SM, fueron transferidos a tubos eppendorf de 1.5 al y los
rastos bacterianos fueron elisinados por centrifugacion en
microcentrifuga a 4°C por 2 min, El sobrenadante se transfirié a un
"tubo eppendor! limpio v se incubs a $3°C por I35 min en presencia de 508
0.1%, €DTA SeM oH 8.0, E1 DNA se extrajo una ver con un volumen da
Fenol, una vez con un volumen de una mezcla Fenol/Cloroformo (11l) vy
una vez con un volumen de Cloroformo. El UNA en fase acucsa se
precipitd con un volumen de isopropancl a -70°C por 20 ain
centrifugands a 12,000rpm por 15min a 4 C en microcentrifuga. Ei
sobrenadante se eliminG y la pastilla de DNA se lavd 3 veces con S0ul
de etanol al 70% y el liquido restante fue evaporado & sequedad en
evaporador votatorio Savant. E1 DNA fue rasuspendido en 20ul de agua
desionizada estéril, 3 veces con S0ul de etanol al 70% v el liauido
restante fue evaporado 4 sequadad #n Savant, E1 ADN fue resuspendido en
2001 de agua desinnizada estéril.

2) Purificacion de DNA de fagos vecowbinantes en gran escala (792,
Cien mililitros de medio lfquido Luria con ampicilina v 0.2% de
maltosa fueron crecidos con la cepa €. coli Y1090 (100ul a partir de un
glirerol) por 12 hrs a 37°C. El madio fue centrifugado & 11,000 ¢ por
10 min 3 49C y las celulas fueron resuspendidas en 20 ml de medic SM a
una cohceitracidn final de 0.4 X 10% células/ml. Alicuntas de 200yl de
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cada ponl de bacteriéfagns eluidos en SM Caproximadanente 4a10% ofin
fueron utilizadas para infectar 200ul da células d¢ E. coli Y109
(apronimadamente 1.2 X 10 células) en 200ul de cloruro de caleio 1M,
cloruro  de magnesio 10mM. Las células se incubaron por 20 win 3 37¢ C
para su infecciodn por fagos, @ inmediatamente despues se inueularon en
109 ml de medio NYICM Liquido con ampiniling para st anplificacion. Los
barteriofagos fueron amplificados incubando por 12 hrs a 42°C con
agitacién, y se agregaron S ml de cloroformo para favorecer la  lisis
total, dineubando por 30 min adicionalas con agitasidn, Al cabo d2 este
tiempo se adicionaron 20ug/ml de Ribonucleasa A y Desoxiribonucleasa 1,
incubando a temparatura ambient2 por 30 min. Uns vez digeridos o1 ARN y
el DNA bhacterianns, se adiciond cloruro de sodio en cristalas para
tener una concentracion final de 1M, El cloruro de sodio se disolvid
suavemente y el medio se incubé por una hora =n balo de hielo-agua para
eliminar postariormente los  restos  bacterianos  mediante uma
cenlrifugacion a 11,000 9 por 30 min a 49C. EL sobrenadante ae
transfirié a un matraz limpio v los bacteridfagos fueron precipitados
en presencia do Polietilenglicol al 10%, incubando en bafio de hielo-
agua  por & hrs, Los bacteriéfagos fueron sedimentados por
centrifugacion a 11,000 ¢ por 10 min 2 4°C, el scbrenadante s¢ elining
totalmente, 1a pastilla se resuspendis suavemente en 3 ml de medio SM y
se realizé una extraceidn ~on un volumen de cloroformo, Finalmente, los
bacteridfagos se purificaron una ver mis sedimentandolos por
ultracentrifugacioen a 25,000 rpm por 2 hrs a 4°C (rotor SH 30.1) en
werdio S, El medin SM restante se elimind por aspiracién vy la pastilla
de bacteriofagos se rosuspendié en 0.3 ml de medio SM fresco, con
agitacion suave por 12 hrs a 4°C., Los bacteriofagos resuspendidos se
transfirievon a tuhos eppendorf de 1.5ml para digerir con SOug/ml de
Proteinasa K (preincubada por 1Smin a 37°C) en presencia do EOTA 20mM
pH 7.5 y SDS al 0.5%, por thr a 65°C. El INA se extrajo una vez con
fencl, 3 veces con una mozela fenol/cloroformo (4t} v uns vez con
ecloroformo, y fue precipitado adicionando un volumen de isopropanol ¢
incubando & -70°C por 20 min.  EL DNA  se sedimentd por centrifugscidn
s 12,000 vpm por 15 min & 4°C en microcantr{fuga, 1a pastilla s»
resuspendis en 20ul de Sslucisn 1E pH 8.0, EL DNA se pracipitd 2 venes
congecutivas con un  volumen de acetato de amonio 4M pH 8.0 vy 2
volumenes de otanol a -70°C por 15 min. La pastilla final se lavé 2
vezes con etanol al 70% y el liquido restante se avapord a sequedad en
evaporador rotatorio Savant, EI DNA se resuependié en 25ul de Solucién
TE gH 8.0.

K) DIGESTION DELL DNA RECONEINANTE CON LA ENZEMA DE RESTRICCION EcoRi.
CARACTERIZACION DE 103 INSERTIS DE cONA.

Aerorimadamente 10ug de DHA recombinante fueron digarideos con 24 do la
enzima de rostriceién EcoRY, on prasencia de Trig 30mM pH 7.9, clorurs
d2 magnesio 10nM, cloruro de sndio 100nM, DTT {mM y Espermidina ieM, en
un volumen de 3Cul, por 15 hrs a 379C (79).  Para la visualizacion de
1o fragmentos de DNA de alto peso molecular ge2nerados por 1a digestidn
(DNA del bactzrisfago Agt11), una veinteava parte del UNA fue sometida
a electroforesis en gel vertical de agarosa al 0,6% en Solucién TBE 1X,
corvido a bajo voltaje (50 volts), El andlisis de los fragmentos de
nDHA rastringidos se roalizé mediante electroforesis en gel vertical de
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Acrilamida al 5% en Solucién TBE 1X de Q.79mn d2 grescr, vy por tincién
del 92l con Bromuro de Etidio (0.5ug/ml =n agua destilada) (79),

IV-.SINTESIS ¥ PURIFICACION DE UN OL IGONUCLEOTIDD DE  SECUERCIA  100%
COMPLEMENTARIA A UN FRAGMENTO DEL cDNA DE TiH.

La sintesis del oligonuclestido de  secuencia complemsntaria a un
fragmento del wRNA que codifica para la sintesis do TRH en el
hipotalamo de la rata, se efectusé siguiendo =l método de fosfotriester
en soporte solido (34), En la sintesis quimica de oligonuclestidos por
el wetodo de fosfotriester en scporte so6lido, el nucleotido 37 terminal
de 'la secuencia deseada se acopla inicialrente al soporte para
posteriormente acoplar suresivamente 1os dinucledtidos o trinucledtidos
que van a dar lugar a la secuencia deseada. La sintesis del
oligonuclestido comprende tres reacciones principaless

4) Eliminacién del grupo protector 5 (Reaceidn de destritilacion).

Cincuenta wiligramos de resina de poliestireno a la cual se acopld
previasente el nucledtido Timidina (resina T) fueron colocados en un
filtro reactor para inchar la resina en presencia de iml de piridina
por 1 hr a tesperatura ambiente. La piridina fue eliminada por
filtracién, 14 resina se lavé una vex con cloroforms a -20°C v una vez
con una mezcla cloroforma/metansl y el grupo protector DMT & (ver
apendice 1) se alimind tratando 1a resina 2 veces consecutivas con
dcido bencensulfénico en cloroformo/metansl por Lt min, El 4eido
restante fuye lavado con cloroformo/matannl, y 1a resina fue equilibrada
lavando 2 vaces con piridina vy 2 veces con tetrahidrofurano (THF). EIL
filtro reactor se tapsd con septum y la resina se secd eliminando el
1{quido restante por suceién con vacfo.

b) Reaccién de acoplamiento,

El dimero o trimero a ser acoplado (20 veces en exceso molar sobre la
cantidad de resina) se' traté con una wezela pirtdina {1.Sel)
/Ariatilamina  (0.Sml) /agua (0.5m1) por 20 min a tewperatura awbiente
para eliminar el grupo protector ciancetil 3/, La mezcla de  solventes
fue evaporada a sequedad con vacfo ¥y agitacisn en bano 2 40°C. La
avaporacion  se rapitié tres veces con 0.5ml de piridina  para
deshidratar el dimevo 0 trimero, vy el tubo se tapsd con septum para
mantener el medio doshidratads. Cuarenta miligramos del catalizador
2-(mesitilbencensulfonili-3-nitro-1,2.4-triazol (MSNT) fueron mezclados
con. el dimero o trimero v disueltos con 0.9 al de piridina (adicionada
eon jeringa hipodermica  para  mantener las  condiciones de
deshidratacion). La mezcla dimeroc o trimero - catalizador se aspird con
Jeringa y se inyecté sobre la resina, manteniendo las condiciones de
deshidratacidn. La reancién de anoplamientn se llevé a cabo durante 90
min 8 temperatura ambiente, y al cabo de este tiewpo s2 elimind la
piridina por filtracién, La resina se lavd 2 veces con piridina v una
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ve: con cloroforms y una pequefa parte de la resina fue utilizada para
conprobar  1a reaccién mediante el desbloqued del grupo DNT con  acido
bencensulfénico (reaccidn colorida - acoplamiento positivo).

¢) Acetilacion de los grupns 37 que no hayan reaccionado,

Los grupos S5 que no reaccionaron (libres) fueron protejidos mediante
la acetilacion en presencia de una mezcla de piridina (2,1 wl), TWF
(0.6 ml), dimetilaminopiridina (10-20mg) y anhidrido acético (0.3ml:.
€sta mezcla se dejod reaccionar con la resina por S min, se elimind por
filtracion vy 1a resina se lavd una vez con piridina para repetir 1a
reacnion de destritilacién v proseguir con el siguiente acoplamiento.

Una vez finalizado el dltimo acoplamiento, el oligodeoxinucledtido fue
- desacoplado de la resina haciendolo reaccionar con 300ul de wuna
solucién de  2-piridinaldoxima-tetrametilguanidina en una mezcla
piridina-agua (911) por 24 hrs & tesperatura ambiente. Al cabo de ¢ste
tiempo se agre9aron 2 ml de hidréxido de amonio, el tubo e lapb
fuertemente vy se incub6 a S0°C por 2 hrs. Los  disolventes fueron
evaporados & sequedad con vacfo, 1a resina y el oligonucledtidn libre
se resuspendieron en 1| al de Solucidn TEAB 20mM (Bicarbonato de
trietilamonio 20mM) vy el oligonucledtido soluble se separd de 1a resina
nmediante filtracion a través de una malla de algodon.

€1 oligonucledtido libre se purificé de residuos contaminantes por

cromatografia de exclusion molecular en Sephadex G-30 con Solucién TEAB
20a4 como eluyente, Las fracciones que corvesponden al primer pico de
absorbancia 8 260nm fueron colectadas y evaporadas a sequedad para
posteriormente eliminar los grugosy protectores restantes del
oligonucledtido incubande 20 min & temperatura smbiente en presencia de
2 ml de 4cido acético, E1 disolvente fue evaporado & sequedad con
vacfo, v el oligonueledtidn se purifies por electrofuoresis en gel de
Poliacrilamida al 20%, Urea M en solucién TBELXK, eluyendo el fragmento
de gel que contiene la banda de mayor peso molecular, incubando en 1 ml
de agua & 37%C por 15 hrs.  El oligonucledtido se sometié
cromatografia de intercambio i6nico en DEAE celulosa, la resine se lavd
con solucién de Trietilamina 0.1M pH 9,0, v el oligonucledtido se eluyd
con  una wezcla de Trietilamina 2.1M pH 9.0 / Etanol 30% Los
disolventes se evaporarvon a sequeded, lavands 3 veces con agus astéril
para  eliminar totalmente los rvesiduos de trietilamina. Finalmente el
oligonuclietido su resuspendié en 200ul de Solucién TE pH 8.0 y se
determing 1a concentracién por lectura de densidad Sptica a 260nm,

ElL wmarcaje del oligonucledtido sintético se rvealizd wutilizands
JI32-P1-ATP (7000 Ci/mmol) como isstopo radicactivo, y la enzim
Polinucleotido cinasa de T4 (37), la purificacién de los
oligonucteétidos warcados se realizé wediante crumatografia de
intercambio iénico en DEAE-celulosa (38).
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V. "HlBRIBlZACIG‘éI RNA MENSAJERD CON RASIRCADORES ESPECIFLCOS (NORTHERN),

A) Electroforesis dal RHA en condicionas desnaturalizantes sobre geles
de agarosa - forwaldeh{do 89).

" Para 1a seb’ér.\cidn d=1 RNA mensajero de hipotflans de rata en base a su

peso  molecular, se efectud la electroforesis en g=1 de  agarosa en
presencia de tormaldehiido (8%). Be 10 a 20 ug d2 KHA fueron somatidos a
electroforecis en goles de agarosa al 1,5%, formaldehids 2,20 en
snlutién de fosfalos 20mM pH 8.0, Las muestras de RNA  fueron
precalentadas a 659 en presencia de formamida 50% (desionizada sobre
resina AGSO1-X3), formaldehfdo 2.2M, sclucién de fosfatos 20mM pH 3.0,
0,002% de azul de bromofennl, ©0,002% Jde xilen ciansl,  inmediatamente
antes de aplicar al gel. Los geles de 3mm de g@rosor se corrieron a 20
volts durante 11 hrs ocon solucién de  fosfatos 20mM oH 8.0 como
solucién de electrofaresis, reciclada a una veloaidad de S al/min,

B) Transferencia a Nitrocelulosa e Hibridizacion (74).

Los  geles desnaturalizantes para RNA fueron  transferidos  por
capilaridad a wmesbranas de nitrocelulnsa, sin previo tratamiento del
gel  antes de transferir, La membrana de nitrocelulosa se lavé 2 veces
con aguy estéril y se equilibrd con solucién 35C 20X (cloruro de sodio
3N, ritrato de sodio 0,3M) antes de transferir el ANA. La transferencia
s¢  efectud a temperatura ambiente con solucidn SSC 20K  por
aproximadamente 32 hrs y al cabo de este tiempo 18 nitroceluloss se
sech al aire v se horneb 3 B0%C por 2 hry con vaefo.

L)Mibridizacién con el cONA de TRH de hipotslame de rata,

L.a prehibridizacisn s2 llevé a cabo por 12 hrs a 42°C en solucidn de
formamide al S0%, S€SC %X, Denharts SX (Denharts 50X: ficoll 2%,
polivinil pirrolidona 2%, albumina sérica bavina 2%), 508 1%, fosfate
de sodio v potasio SOmM pH &£,9 v 100ug/ml de UNA de ecparma de salmén
(sonicado y desnaturalizado a 100°C por 10 min) (90), L4 hibridizacién
2e realizé en 1a misma solucion con aproximadamente 0.5 a 1.0X 10°
cpm/ml  del cDNA marcado con e{32-P1-dCTP por "nick translation® {(de 10
a4 20no/ml, ver abajo) tinserto de cUMA purificado por la Q.F, 8. Rosa
Ma. Uribe V.) incuhando a 42°C por 43 hrs con a9itasisn, La mecbrana se
lavé a temperatura anhiente 2 veces por 10 min con solucién 55C 2X, 3NS
0.1% y 2 veces con solucién 55C 0.1X, SDS O.4% y se expuso 3
autorradicgrafia por tiempo variable a4 -70° C  con  pantalla
intensificadora.

2) La hibridizacién del RNA con el oligonycledtido sintdtico 100X
homdloge al ofNA de TRH,

La hitridizacion sc 1levs a cabo por 24 hrs a 37%C en solucidn SET 4%
(Cloruro de sodio 0.9M, EOTA 6mM, Tris-HCl 90nM pH 7.%5), Denharts 5X,
SD3 0.5% v t.2X10 cpm/ml del oligonuclestido  marcado  econ
FA2-PIAIP,  Antos de hibridizar, 13 membrana fue prehibridizada 4 37°C
por 3 hrs bajo las mismas condiciones, euceptuando el oligonicledtide
marcado. Una vez hibridizada, 1a menbrana se lavé 2 veces por 1 awin con



soliucién SSC éX & distintas temperaturas (91). La membrana se expuso a
autorradiograffa por tiempo variable a -70®C con pantalla
intensificadora, entre cada lavado.

Cono controles de peso molecular, éug de RNA ribosomal de eucariotes
(RNA de ceredbro de rata, fraccién que eluye con alta sal de oligo-dT
celulosa) y RNA ribosomal de procariotes (E coli.) fueron sometidos a
electroforesis en gel de agarosa - formaldeh{do y traniferidos a
nitrocelulosa. Una vez horneada la nitroceluloss el RNA se tifio con
una solucién de Azul de setileno al 0.004% en acetato de sodio 0.3M pH
4.0, por S min & temperatura ambiente (79).

i) Marcaje del cDNA por "nick translation® (92),

Cien nanogramos del inserto de cONA puro (purificado por la Q.F,B. Rosa
Ma, Uribe V.) fueron marcados por "nick translation® ( estuche
comercial de Amersham) utilizando 73uCi de & {32-P)-dCTP (7000
Ci/mmol), Sul de una mezcla de dATP, dGTP y TTP (11 hi11) v 2,54l de la
enzing DNA polimerasa I v DNAasa T en un volumen final de 23ul. La
reaccion se incubb & 13°C por 2 hrs ¥ 1a reaccitn se paréd adicionando
10ul de EDTA O.3M pM 8.0. El cDNA se purificé de 1los nucleétidos
restantes mediante cromatosrafis en columna de Sephadex G-30 eluyendo
con unay solucién de Tris-HC1 SOmM pH 7.8, cloruro de sodio 130mit, EDTA
10aM, SDS 0.1%.
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Vi, - IJ\'ARIECTUH.IA DE RATAS [iCMCRA FOSTFUBERES Y TRATAMIENTO CON
ESTROGENOS ¥ PROGESTERONA,

Debido a los resultadns negativos, obtenidas con la  inmynoprecipitacidn
del precursor de LURH sintetizado a partir de uRNA de hipotalamo de
rata macho, se trato de incrementar la proporcion del mRNA de LIRH
sometiendo ratas hembras al tratamiento con estrégenos y progesterona,
condiciones en las cuales se ha podido detectar la biosintesis in vivoe
de LHRH (73).

Cien vatas hembra postpuberes de la cepa Wistar 3¢ sometiseron a
intervencién quirurgica bajo anestesia con eter. La ovariectomia se
practics bilaterslmente, eliminands totalmente el tejido overico vy
ligando el dtera. A las tres semanas de la operacidn se inyectaron
0.02mg de benzosto de estradiol en aceite mineral (200ul) por via
subicutanea y 2 las 48 hrs de 1a dosis de astradiol se administraron 2mg
de¢ progesterona en aceite mincral (200ul) por via subcutanea. A las 6
horas del dltimo tratamiento, los animales se sacrificaron por
decapitacion, se extrajeron los cevebros y se  disecaron los
hipotglamos, dividiendolos en drea predptica (area en donde se
encuentran la mayor parte de los cuerpos neuronales a LHRW) e
hipotalamo posterior. Llos tejidos fueron almacensdos a ~70°C hasta el
momento de realizar la preparacion de RNA.
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RESULTADOS

1.~ OBIENCION DE RNA

Ady~ MACROUMETODO DE NBIENCION DE RNA,

Con el objeto de ohtener RNA mensajero tanto de hipotflamo como de
cerebro extrahipotalimico en cantidad suficiente y de pureza e
integridad necesarias  para la realizacién de experimentos de
traduccién, sintesis de oDNA e hibridizacién, se obtuvieron varias
preparaciones de FNA. Pars la purificacion de RNA a partir de una alta
cantidad dJe tejido se utilizaron dos metodologias principalmenter El
mtddo de purificacién de RNA que utiliza precipitacicnes seriadas en
presencia de hidrocloruro de guanidina  sequido de una extraccion
cloroformo/butancl, vy el wtodo que autiliza sprecipitaciones en
presencia de hidrocloruro de guanidina y tratamiento con Proteinasa K.
De ambos mdtodos el que resulta ser més eficiente en cuanto a
rendimientos e5 el método de purificacién con hidrocloruro de guanidina
-~ Proteinasa K obteniendose rendimientos de 500 a 800ug de RNA total
por gramo de tejido (tabla 1).

La purificacidn de RNA polilA) & partir de RNA total se realizd
wediante cromatograffa de afinidad en oligo-dT celulosa. Los
rendimientos obtenidns varfan de 50 a 100u9 de RNA poli(A)+ por gramo
de tejido (a partir de RNA total purificado por el método de
hidrocloruro de 9uanidina - Proteinasa K) 1o que corresponde a
sproximadamente el 10% del RNA total, y de 7 a 9.5ug de RNA politA)+s
(purificado dos vaces sucesivas por cromatoqraffa en oligo-dTeeluloss)
por gramo de tejide, 10 que corresponde a sprovimedamente el 1.3 al 2%
del RNA total (tabla 1),

Al efectusr un andlisis del RNA poli(A)++ mediante electroforesis en
geles desnaturalizantes de Poliacrilamida SY%, Urea SH, se ocbserva que
el RNA purificado por ambos métodos se ohitiene {ntegro (no degradado) vy
al parecer libre de DNA contaminante (determinado por digestién total
del DNA con DMAsa libre de RNAsa) (figura 4).

B) -OBTENCION DE RNA TOTAL EN PEQUENA ESCALA.

Uno de los ohjetivos en 2] estudic de 14 biosfntesis de neuropéptidos
et la cuantificacion de los niveles del mRNA especifico que codifica
para  cada péptido, «an hipotalamas de animales bajo distintas
condiciones fisiolégicas v experimentales, Fara este estudio, se hace
necesaria la optimizacidn de 1a metodologfa de purificacion de RNA &
partir de tejido proveniente de un minimo de sujetlos experimentales.
Para esto, se realizd un estudio comparativo de las téonicas descritas
de purificacion de RNA total, a partir del <quivalente a un hipotdlamo
de¢ rata. De este estudio, se cbservo que =l método que resulta més
eficiente en cuanto & rendimiento de RNA total, »3 el wsétodo de
purificacion de RNA citoplésmico, dando rendimientos finales de img de
RNA  total por gramo de tejido (tabla 1), " Sin esbargo. debido a la
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ausencia de inhibidores potentes de la actividad de ribonusleasas
durante la purificacién del RNA, se hace necesario realizar 14 téenica
de una manera cuidadosa para prevenir 1a degradacién del RNA  (figura
S). El RNA resultante contiene una alta proporcién de tRNA que se
copurifica con el RNA mensajero y el RNA ribosomal, 10 que no sucede
mediante el uso de los otros metodos de purificacidn de RNA, Los
rendimientos obtenidos con el mtodo de Tiocianato de OGuanidina /
Gradiente de Cloryro de Cesio son ligeramente menores (tabla 1), sin
embargo, el RNA se obtiene Integro en todos los casos (figura 95),
debido & la alta capacidad de inhibicién de ribonucleasas. A pesar de
que los wmétodos que utilizan hidrocloruyro de guanidina, v ya seca
tratamianto con eroteinssa K o extraccion con cloroformo/butannl
rosultan ser eficientes para la purificacién de RNA a partir de mfs de
un gramo de tejido, no ¢ este el caso cuando se parte de un hipotflamo
de rata. Los rendimientos de RNA total se ven muy disminuidos (tabla
1), probablemente debido & perdidas durante las precipitaciones
seriadas, sin embargo, el RNA resultante se obtiene {ntegro (figuras S
y &) El RNA purificado por estos 4 métodos se obtiene en todos los
casos libre de DNA contaminante (figura 5).

Es posible purificar RNA poli(A) a partivr del RNA citoplémmico
resultante de la purificacion a partir de un hipotslamo de rata, sin
embargo, dada la baja cantidad de RNA poli(A) que se obtiene (1 g Sug)
no e+ porible rvealizar una cuantificacion precisa del rendimiento
mediante lecturas de densidad Getica en ultravioleta.

11.- TRADUCCION DE RNA EN SISTEMA LIBRE DE CELULAS., INMUNOPRECIPLTACION
CON ANTICUERPOS ANTI-LHRN,

Con el objeto de determinar ¢l peso molecular del precursor de la
hormona liheradora de la hormona luteinizante (LHRH), RNA poli(A) de
hipotélamo de vata vy de placenta humana fueron tradunidos en dos
sistemas libres de células. Los productos de traduceidn fueron
inmunoprecipitados con dos anticuerpos capaces de reconocer especies de
LHRH de mayor peso molecular. Uespués del anglisis electroforético en
gales de Poliacrilanida-50S del materisl inmunoprecipitado, nosotros
detectamos en ambos tejidos 1a presencia de una protefna de 350,000
daltones rveconocida por el anticuerpo No. 1076. Este péptido no fue
desplazado por um exceso de LHRH adicionado durante 1a
inmunoprecipitacién, y parenid estar presente en ciertas especies en
donde no s¢ ha reportado 1a presencia de LHRH. Estos datos demuestran
que =] sRNA de LIRH esta presente en proporcibn muy Laja en hipotflamo
y placenta, vy que la sensibilidad de este ensayo no es lo
suficientemente alta para detectar este precursor (“Attespts to
Imsunoprecipitate the LHRH Precursor Synthesized in Cell-Free Systems”,
Cohen, §., JiL. Charli, L, Diaz de Leén, R.P, Hillar, A, Arisura. M.R,
Morrison v P, Joseph-Bravo, Brain Res. Bull., 16, 309-314, 1986).

Debido a los resultados neqativos, decidimos  intentar la
inmunoprecipitacién con anticuerpos monorlonales anti-LHRH utilizando
el mRNA proveniente de tejido en condiniones en 1as cuales parene estar
enriquecido el mRNA para LHRH (73).

Se ha postulado que 1a biosintesls deo novo del LHRH se ve estimulada en
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la rata hembra posterior a la ovarectomfa vy tratamiento con estrogenos
y progastarona (73), =sto, debhido a2 13 induceisn artificial del cielo
ovarico, Este aumento 2n l1a biosintesis de nove del LHRH podria ser un
retlejo  de un aumento en ta sintesis de su pracursor ¥ su
procasamiento. Con al ohjeto de aumentar los niveles del precursor de
LHRH v facilitar de esta manera su deteccidn con  anticuerpos
especificos, se ovarisctomizaron 100 ratas hemsbra postpuberss y  se
trataron con  estrégenos y progestercna. £l RNA del  srea predptica
(region del hipotalamo en donde estan la mayor parte de 1los  cuerpos
neuronales & LHRH ($3)) de las ratas ovariactomizadas fue utilizado en
los estudios de inmunoprecipitacion de productos de  traduccién con
anticuerpos monoclonales.

Para 1a inmunoprecipitacion d2 1os produstos de traduccién de RNA d=
hipotilamo con el anticuerpo monoclonal anti-LHkH BKL-2, primeraments
se 'titularon 1Aas preparaciones de RNA polilA)+ de area preéptica de
ratas ovar{ectomizadas, de hipotalamo de rata macho adulto y de cerzbro
extrahipotalémico de rata macho adulto. La traduccién se llevs a2 cabo
utilizando lisado de reticulocito de conejo comercial (New England
Nuclear) y 20uCi de ([35-S1-Metionina coms amincgcide marcador, En  la
figura 7 se observa el patrén protefco y la integridad de 1o produstos
de traduccion de estos 3 RNA mensajeros. La actividad de traduccién de
estas preparaciones de RNA, expresada como radioactividad incorporada a
proteina precipitable por TCA, a5 cuatro veces mayor que la
incorporacidn qua se presenta al no adicionar RNA exégenn al sistema de
traduccién (actividad basal). Para la inmunoprecipitacién do 1ns
productos de tradiuceién con el anticuerpo monoclonal BKL-2, 11]
tradujeron  10ug de RNA poli(A)+ de 4rea predplica de  ratas
ovarectomizadas, 10ug de FNA poli(A)+ de hipotalamo de vata macho
adulto y 3ug de RNA poli(A)r+ de cevebro extrahipotalémico de rata
macho adulto. Los productos de traduccién de cada RNA se dividieron an
2 partes iguales (e} equivalente 4 2 X 10® com incorporadas a proteina)
y st incubaron con 120ng/ml del anticuerpo monoclonal anti-LHRH BKL-2
puro, en presencia o ausencis d2 10ug de LHRH sintético (Brain. Ras.
Bull, 16, 309-314, 17848), Despucs de 8 semanas de exposicién del gel a
flucrograffa, no se ohserva banda alguna que pudiera corresponder al
péptido precursor de LHRH (10,000 daltones) o & otra especie  molacular
reconocida por el anticuerpo monoclonal dentro de los productos de RNA
de frea predetica de ratas tratadas, de hipotglamo de rata, o de
cerebro extrahipotalémico (figura 8).

111 -SINTESIS ¥ CLONACION DEL DNA COMPLEMENTARID.

Con el objeto de estudiar la biosintesis de neuropéptidos
hipotalmicos, se planted la utilizacion de la metodonlegia de  DNA
recoshinante pava poder caracterizar los mensajeros que codifican para
1a sintesis de TRH as{ comd de LHRH en el hipotilamo de 1a rata. EL
protocolo de sintesis y clonacién del DNA complementario de hipotd4lamn
de vata se ilustra en la figura 5. Una vez estahlacide, se propuse
optimizar  ciertos puntos del protocolo inicial, =ntre 1ol cuales esta
1a sintesis de la primera cadena del cDNA.



A) .- PRIMCRA CADENA DEL cDNA.

Para tenar un alto nimero de recombinantes dentro del banco de cDNA, se
propuso establecer 125 condicionz2s para obtenzr un rendimiento atto en
1a sintesis de la primera cadena del cDNA, para de esta manera comenzar
enh una cantidad suficiente de cONA para su clonacién, Ciertos reportes
132) sugieren que al efectuar la sfntesis de la primera cadena del ¢DNA
en presencia de Actinomicina D, se obtienen moléculas de cDNA de mayor
tamafio, ya que 1a transcripeién se favorece hacia el extremo 37
terminal del RNA que se utiliza como templado. Para la optimizacién de
1a reaccion de sintesis de la primera cadena del cDNA, primeramente se
probd la enzima transcriptasa reversa del virus de mieloblastosis
avial, en ausencia y presencia de 100ug/ml de Actinomicina D. Para esta
titulacion, se utilizé un microgramo de FNA poli(A)++ de hipotilamo de
vata como  templado v 10 unidades de enzima (transcriptasa reverss,
Boheringer Manh.) por microgramo de RNA bajo las condiciones descritas
en 1a seccién de métodos. Mediante el anglisis de la eficiencia de
reaceion por incorporacion de radioactividad a ONA acoplado a filtros
de intercambio iénico DEBL, se observa que en presencia de Actinomicina
D se obtienen aproximadamente 100ng de cDNA/ug de mRNA, es decir se
obtiene un rendimiento del 10% de sintesis del cDNA, mientras que los
rendimientos de transcripcion en ausencia de Actinomicina D, son de
50ng de cDNA/ug de mRNA, es decir el 3% de eficiencia de sintesis de
cDNA, - Aparentemente el tamaio promedio del cONA sintetizado en
presencia de Actinomocina D es ligeraminte mayor que en  ausencia de
Actinomicina D ifigura 9).

Dado qua la eficiencia de 1a reaccién no es 1o suficientemente alta, se
realizé una titulacion de la transcriptasa reversa a concentracién
variable de enzima, utilizando enzimas de distintas casas comerciales.
Fara la titulacion de las enzimas, se utilizé un microgramo de RNA
poli(A)e+ de hipotglamo de rata como templado, y todas las  reanciones
se realizaron en presencia de SOug/ml o 100ug/ml de Actinomicina D. En
1a tabla 2 se munstran los resultados de esta titulacién.Se observa que
el vendimiento en sintesis de la prisera cadena de cONA aumenta
proporcionalmente & 1a concentracitn ulilizada de la enzima, Se
ohservé que la actividad transcripcional de cada enzima es variable en
cada ensayo, vy que la actividad transcripcional mis alta por unidad de
anzima  se  obtiene con la transcriptasa reversa de  virus  de
misloblastosis de ave proveniente de 1a casa comercial Biotech, En
general, los rendimientos variaron de un 10 a un 30% de sfntesis de la
primera cadena de cDNA, siendo ligeramente mayores cuando la
concentracion de Actinomicina D en 1a reaccidn es de S0ug/ml. La figura
10 muestra el anflisis electroforético de las distintas preparationes
de cONA cadend sencilla (cDNA-cs), obteniendose ¢n todns los casos
msoléciulas de alto peso wolecular (mAs de 1,300 nucledtidos  en
promedin).

Pars la creacion del banco de cONA de hipotélams de rata, 1a primera
cadena del oDNA se sintetizé a partir de Sug de RNA polilAier en
presenrtia  de Sdug/ml de Actinomicina U, 1SuCi de el(32-F11-d0TH (7000
Ci/mmal) vy 10U de transcriptasa reversa (Life Sci,) por microgramo de
RNA. et un volumen final de 100ul.  EL rendimiento de sintesis fue dal
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18%, obtenienduse S65ng de cONA-Cs & una actividad especfiica de 1,02 K
10¢ com/ug (0.3861Ci/ug de rINA), Wediante el analisis elactrofurético
en gel de Acrilamida 9%, Urea 54, se ubservé qua ol clHA es mayor da
1,500 nucledtidns on promedio (fiqura 11),

B).~CINTESIS DE LA SESUNDGA CADENA DEL cUNA.

La sintesis de 1a sequnda cadena del ~DNA se 1l2vé & cabo utilizando

aproximadamente B8s0ng de oUNA cadena cencilla como tewslado. La
resccidn  se llevé a cabo primeramente mediante la polimerizacién del
DNA con el fragmentn Klenow de 1a enzima DNA polimerasa 1, en presencia
da 15uCi de w(32-P11-dCTP, seguido de 1a incubacién en presencia de 22
unidades de  transcriptasa revérsa (Life 3ci.) para favorecer la
extencidn hacia el extremo 5°del DNA., ELl rendimiento de sintesis de la
segiinda cadena del cDNA fue dal 45%, obteniendose aprovimadamente 310ng
de IMNA con una actividad espacifica de 0,5/8uCi/ug de DA Para
aumentar la cantidad de moleculas completas de cONA Jdoble cadena, se
realizé una segunds reaceidn de polimerizacidn del DNA con el fragmento

CKlenow de¢ la enzima DNA polimerasa 1, por 20 hrs a 159C en presencia

de dATP, oCTP, dGTP v TTP no radioactivos, €l analisis electroforétice
en qgel de Aerilamida 5%, Urea & en soluycién TBE 11X muestra 1a
eficicncia de sintesis de la sequnda cadena de <ONA, observandose
moléculas de cONA doble cadena de altn pedo molecular (figura i,

C)o-DIGESTION CON NUCLEASA S1.

Para obtener moléculas de cONA doble cadena de extremos rasuradog, e
hace necesario etiminar las swcuenclas cadina sencilla que restan
dantvro e estas moléculas (por ejemplo, 1a horquilla cadena sencilla
que se forma como srlefacto de la sintesis d2 1a primera cadena del
cDNA). - La eliminacidn de las secuencias cadena sencilla se efectud
mediante 1a digastién con Nucleasa Sl. Para determinar la cantidad
éptima do enrima necesaria para hidrolizar 1as senuencias cadena
sencilia en los extremos dal cONA doble cadena, se tituléd la Nusleasa
St (BRL, 500 U/ul, una unidad hidroliza lug de DNA desnaturalizado en 1
min - a 37°C) a concentracién variable de enzima, utilizando
aproximadamente Sng de cDNA-dc como sustratn (4,000 cpm incorporadas a
DNA), Los resultados obtenidos en cuanto a decremento de radioactividad
tncorporada a DNA (por aroplamianto a filtros de intercambio {énico
DES1) mucstran que a partir de una concentracién de 1U/ug de DNA, hasta
S00U de enzima /ug de DNA disminuve =n todos los casos en un 10X la
radioactividad incorporada a DNA con respecto al DNA no digerido, se.
Hediante anslisis electroforético en gel de Acrilamida 5%, Urca OM, se
obsarva que a partir de una concentracién de enzima de SOU/ug de [N,
disminuye 1a intensidad de 1a handa de <INA de alto peso molecular, sin
enhargo no se observa el barrido en el gel, In que posiblenente se deba
a la hidrolisis parcial del DNA doble cadena (figura 12).

Una vez titulada 1a enzima, se digirid el cDNA restante con 200U de
Nucleasa S1, «n un volumea final de SOul (aproximadanente 200U0/ug de
cDNA-de). Mediante el andlisis de 1ns productos de digestién en gel
desnaturalizante de Acrilamida al 5%, Urea 84, se observa que 1la
distribucien «n  tamafio del cOMA se ve dieminuido al digerir con la
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Nucleasa Si. debido a 1a separacidn de ambas cadenas del ¢DNA por la
hidrolisis de las secuencias cadena sencilla (figura 13). La eficiencia
de la reacrién fue corroborada mediante la  determinacidn @2
radioactividad incorporada  a DMA antes y despues de la digestidn por
Nucleasa 51, La radioactividad incorporada a DNA disninuyé dnicarente
un 5% al digerir con 1a enzima, 1o que sugiere que @1 ~DNA doble radena
permanece {niegro,

D1 ~-METILACION DEL cDNA EN LOS SITINS DE RESTRICCION EcoRi.

Para proteger al cDNA de la restriccién por la enzima EcoRi cuando este
se digiere para generar 1os extremos cohesivos sobre los adaptadores
sintéticos, se welilé «l cDNA en sus sitios de restriccién EcoRi
mediante el uso de la enzima Metilasa de EcoRl vy S-Adenosil Metionina.

“ Para comprobar la eficiencia de la reaccién, se metilé lug de DNA de
plasmido pBR322 superenvollado bajo las mismas condiciones de reaccién,
para postericrmente digerirlo con 10U de 13 enzima de restriccion EcoRl
por f2hrs & 37°C. Mediante el anslisis del DNA en electroforesis en
minigel de agarosa, 1@ observd que el DNA se proteei6 totalmente de la
digestién por EcoRl (figura 14).

E),~FOSFORILACION DE LOS ADAPTADORES DE EcoRl. UNION DE  LOS
ADAPTADORES AL cINA.

Los adaptadores de secuencia de reconocimiento por 1a enzima de
restriccibn . EcoRl  {sintetizados por la Unidad de Sintesis de
Macromoléciulas del Centro de Investigacion sobre Ingenierfa Genética v
Biotecnologfa, UNAM)  fueron fosforilados en presencia de 10uCi de
[32-P1-ATP con la enzima Polinucledtido Cinasa de T4, Para cosprobar la
eficiencia de fosforilacidn y ligacidn, los adaptadores se ligaron
entre of utilizando 10 unidades de DNA ligasa de T4 (Boheringer
Manheim). Mediante el andlisis electroforetico en geles de Acrilamida
al 20%, Urea 8M, se observd que a pesar de fosforilarse los adaptadores
de EcoRl, ciertos lotes de la enzims Polinucleotido Cinasa de 14
inhiben 18 reaccidn posterior con la enzima DNA ligasa. Asimismo, se
observd que la eficiencia de la reaccidn con la INA ligasa depende del
lote de adaptadores de EcoRi asi como de su pureza. Lot rendimientos
ais  altos en cuanto a unién de los adaptadores de EcoRl se obtuvieron
nediante el uso combinado de las enzimas Polinucledtido Cinasa de T4 de
l1a- cass Biolabs, y 1la PNA ligasa de T4 de Boheringer Manhaim
(resultados no mostrados),

Con el objeto do ligar secuencias terminales cohesivas de EeoRl a0
cDNA, 10 picomnlas de adaptadores de EcoRl  (cuyos extremos fuerun
previamente fosforiladns con 'vla?-Pl ATP) fueron ligados al cDNA bajo
las condiciones descritas en la seccion de mitodos. Mediante el
anglisis electroforetinn del cDNA en geles de Acrilamida al 20%, Urea
8M, sa observa la unidn de los adaptadores de EcoRi sl cDMA, que ce
dencta por el aumanto en 1a intensidad de la banda que corresponde al
cONA radiosctivo, observandose tambidn 1a ligacidn da los  adaptadores
antre si, formando mult{imeros (figura 15).
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F).-DIGESTION CUN LA ENZIMA DE RESIRICCION ExcRi.

Dado que la union covalente de los adaptadores a Ins extremos del cDNA
involucra la ligacisn de uno o mas adaptadores =2n ambos exiremos, se
hace necesario digerir el producto de la reaceish con 1a enzima de
restriccion €ccfl, para eliminar o) exceso de adaptadores, asf como
para obtenar moléculas de cDNA con extremos cohesivos. La digestion del
cDNA-adaptadores EccRi se 1levd a cabo <070 se descrihe en 12 seccidn
de metodos. Mediante el andlisis electroforético de los produntos de
dieastion, se observa que la digestichn de los adaptadoves de Ffocki
parece ser total, ya que s observa ta desaparicicn de 1os mult{meros
generados por 1a reaceidn con 1a DNA 1igasa (figura 15).

Una ver digeridos lIos adaptadores de EcoRl, el cDNA d: extremos
cohesivos con secuencia de EcoRl fue purificado de los adaptadores em
esreso mediante cromatografia de euclusidn molezular en  Sephadex-GS0,
separandose dos picos de vadicactividad elufda (fraccioney de 4 gotas).
Las fraceiones corvespondiantes al primsr pico de radioastividad elufda
se¢ colectaron v el cONA fue precipitado vy analizado por electroforesis
en minigel de agarosa al 0.4% en solucidn TBE 0,25X, comprobando de
esta maners su recuperacidn ¢ integridad lresultados no mostrados),

G).-EFICIENCIA DE LIGACION AL DNA DEL BACTERIOFAGD Agtit. EFICIENCIA
DE EMPACAMIENTO € INFECCION,

Dado aue la sbundancia de los RNA mensajeros especificos aque codifican
pars la sintesis de TRH vy de LiRH en el hipotalamo de 1la rata
correspondes & una pequeRia proporcidn del mRNA total de este tejido
(posiblemente menos del 0.01% del MRNA  total), se hace necesario
obtener un banco de cONA de alto nimero de recosbinantes. €1 uso de
bacteridfagos de tipo lambda como vector de clonacidn presenta varias
ventajas sotre el uso de plfsmidos, ya que se obtiene un mayor nimero
de recombinantes debido a 1a alta eficiencia v reproducibilidad de
espacaniento del DNA. La alta eficiencia de clonacidn de DNA hace
posible la busqueds de clonas de cONA de nRNA de baja abundancia, €1
Bactericfago Metll es un vector de expresion capaz de producir en gran
escala el pestido especificado por el fragmento de DNA intertado, Es
posible de ests manera, hacer la busqueda de 1a clona especifica
mediante e} uso de anticuerpos espec{ficos o mediante el uso de 3scidos
nucleicns complementarios (84).

En base a las caracteristicas que presenta el bacteriofago Agtil como
vector de clonacidn, se eligio realizar la clonacidn del cDNA an este
vector, considerando 1la posibilidad de realizar la busqueda dn las
secuencias espec{ficas con scidos nuleicos delectores (oll.oﬂuclooudos
sinteticos o cDNA), o en el caso de ser negativa su deteccion, con
anticusrpos especificos que reconocieran al péptido precursor.

Con el nbjeto de comprobar la eficiencia de ligacich del DNA  spassjero
al DNA del bacteridfago Agtil, as{ como 13 eficiencia de emacaniento
del A recombinante y 1a infeccion por bactericfagss, se ligd’ un
fragnento de DNA de pldsmido (3kb, control del estuche) al DNA digerido
en su  sitio EcoRl y  desfosforilado. Mediante el  anflisis
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stoctroforetico de una alicusta de DMA ¢n minigel de ajarosa al 1% en
solunioh TBE 0.25X vy tincisn del gel con bromuro de etidin, se chservo’
qisz ta resccidn de ligacion se llevo a cabo en su totalidad (resultados
no mstradns). Una vez kigado el DNA, se empacd dentro de capsides de
bacteridfago de tipo lambda (estuche "Packsguno" Amersham), y una
alicunta de 13 mezola de unp:camnn\o te utilizd para la infecoion de
la  cepa Y1090 y la determinacidn del titulo de bacteridfagos
recombinantes. E! titule de infeceidn por bacteriofagos recombinantes
(placas de lisis transparentes) fue Jde 9 X 10 pfu/ug de THA, 1o sue
corvesponde @ uh 95% de lo que indica el proveedor.

HY . ~CLONACION DEL cDNA,

El cDNA doble cadona listo para clonar, proveniente de Sug de RNA
poli(A)+¢ de hipotalano de rata (aproximadasente 0.3ug Jde cDNA-dc), fue
ligado a! DNA de bacterictago Agtil manteniendo una relacish equimolar
de ashos DNA. Mediante el andlisis del DNA por electroforesis en
minigel de agarosa, te obierve que el cDNA se 1igo’ en su totalidad sl
DNA del vector de clonacidn (resultadas no mostrados).

La eficiencia de clonacion del DNA recosbinante fue determinada
utilizando un décimo del oDNA ligado al vector de clonacion para su
ampacamiento en capsides de bactericfago de tiro lembda ( utilizando un
extracto de empacamiento), v por infeccidn de la cepa €. coli Y1090 con
una alicuota representativa de la mercla de nncuhnto. fl titulo
obtenido de bacteriofagos recombinantes fus de 5.5 unidades
formadoras de placas (ufp). Uns ver cosprobade la cncicncn de
clonacion, te empaco el DNA restants, utilizando para este proposito el
equivalente a 2 extractos de ewmpacamiento., EL titulo de blsuriougos
recombinanies obtenido wn este caso fue de 9.2 X ufp, La
disminucion en el titulo de bactericfagos vecombinantes, probablonn!,c
se debe a 1a saturacich de los extractos, al variar la relacidn
extracto de bacteriofago tipoAi DNA,

De esta manera, fue posible ob!cner un banco de cONA de hipotalamo de
rata, de aproximadamente 1.5 X 10% rerombinantes, partiendo de Sup d»
RNA poli(A)++,

1), -TAMANG DE LU3 INSERTOS DE cDNA.

Fara asegurar que los bacteriofagos identificados cowo vesombinantes
contuvieran insertos de cONA, e purifice THA de 15 bacteridfagns
formadoras de placas transparentes 2sccgidos al arar, para la deteccion
de los inserinsg mediante la digestién con la enzima de restriceifn
Eaolil.
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Fara 1a visalizacion d2 los incertng e ~DNA, e utilizaron dos
mitodas de purificacion do DHA de Lacterinfagos.  De amlons aétodos, el
que  resulta ser mds eficienty eq el métndo de purificacion do NNA en
gran  eswala,  ya  quir el DHA raundtante se obliens libre  da
contaminantos, 1o qua  permite 1a digeslidn total con la enzims de
rastyicaién CooRl.  Para la visualizacién d2 1os insertos de cINA, se
digirio 21 equivalente a 10ug de DNA recombinante con 13 enzima de
restriccion EcoRl y se sometid a eleclroforesis en gel de Acrilanida al
S% (figura 14). De esta manara fue posible cheervar la presancia de
fragmentns de MNA  d2  tamafo promedio de 700 pares de Lasas (de
aproximidamente 200 hasta 1600 pares dv bases), observandose la
presancria de  insertos en mAs de el S0% de los  bacteridfagos
recombinanles analizadoc.

W.-GINIESES ¥V PURIFICACION DEL OLIGOMICLEOTEDO DE SEVUENCLA 100%
HOMOLOGA A UN FRAGMENTO DEL. cDNA DE TRH NE HIPDTALAMO DE RATA,

€t oligonucledtidn, de secuencia 100% homdloga al cDNA d: TRI,
corresponde 8 1a  secuencia complementaria a ka quinta copia de 1la
sacun2ia que codifica para 1a stntesis del octapéptido que vorresponde
al tripeptido TRH, A los parcs de residuos de aminoseidos bésicos dJde
procesamiento y al residuo glicina que darfa lugw al extremo carhovi-
tavainal  amidado en  1a secuencia del TRH,  Esta secuencia de 24
nucledtidos se eligid en base a que es my similar en cuanto 2
seciencia  nurleotidica a otra de las secuencias ¢ue codifican para M
presenta una mayor conservacién nucleotfdica dentro del mismo
wmensajero, vy debido a aue es 1a secuencia que presenta un mayor ndmero
de paras de bases G-C, 1o que le confiere una mayor astabilidad de
formacién de hibridos,

A partir de 50 ma da resing ¥ ulilizada para 1a sintesis, se cbtuvieron
aproximadamente 9 nimolas del oliqunucledtide puro, de 24 bases, La
puraza  dal onligonucleotido fue comprobads nediante el anglisis
espactrofotonétrico en ultravioleta lejano (320 a 230nm), obteniendose
un pico dnicn de absorbancia a 240nm.  EL oligonucledtido  fus
fosforilado en presencia de un exceso de y (32-P1-A1P, obleniendose una
actividad espacifica de 1.5 x 10%pmw/ug a 2.3 % 10P cpa/ug. La Figura
17 maestra que medianle el andlisis elertroforético en gqel de
Mrilamida al 20%, Urea 5M y erposicibn del gel a autorradicgrafia, es
posihle obhrervar que el oligonucleédtido e IRH vesultanta cowigra rcon
oligonucledtidos rontrol de 24 nuclaotidos, y g no se uhservan
fragmentns de menor tamafo como contaminantzs de 1a preparacién,
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V.-HIBRIDIZACION DEL mRNA CON RASTREADORES ESPECIFICOS (NORTHERN).
CUANTIFICACION DE LOS NIVELES MINIMOS DETECTABLES DEL MENSAJER) DE TRH.

Con el ohj2to de daterminar el peso molecular del mRNA que c¢odifica
para la sfntesis de TRH en 1l hipotalamo de la rata, se vealizaron
ciertos axperinentos preliminaras de hibridizaci6n mRNA de hipotdlamo -
cDNA de piel de X. laevis, va que en un principic se esperaba cierta
homologfa entre los mensajaros que codifican para la sintesis de TRH en
el hipot§lamo de la rata y en 1a piel de Xencpus lazvis. se propuso
reatizar 1a busqueda de) cDNA hipotaldmico utilizando como detector el
cfiNA de piel de X. laevis, Ton este propésito se sometié RNA poli(A) a
electroforesis on geles dosnaturalizantes de hidrSuido de metilmercurio
(89), se transfirié a papel diazo-activado (DBM, con grupos diazonio
reactivos (94)) y se hibridizé en condiciones relajadas (a 37¢C con 25X
formamida, que permite 1a formacién de hibridos con un 33% de no
hemologia) con el cONA de TRH de piel de X. laevis marcado por “nick
translation®, Los resultados obtenidos de estos experimentos fueron
neqativos en todos los casos, no ohservandose hibridizacon alguma entre
el detector y el mRNA de hipotdlamo de rata. Esto indicaha que
posiblemente existiera una gran divergencia enire ambos mensajeros, o
que el mensajero especifico de TRH estuviera presente en una pequefia
proporcion dentro de los mensajeros totales del hipotélamo, por lo que
13 sensibilidad d2l ensayo no permitiera su deteccién.

Una  vez publicada 1a secuancia del RNA mensajero que codifica para la
sintesis de TRH en el hipotélamo de 1a rata (27), se comprobd que
existe yna gran divergencia nucleotidica entre este mansajero y el
mansajero de TRH de piel de X, laevis. Unicamente las unidades
repetidas (y dispersas en la secuencia precuriora) que codifican para
el TRH se encuentran mantenidas en ambas especies (figura 2).-

Con el objeto de realizar 1a busqueda del cONA de TRH dentro del banco
de cDNA hipotalémico, se slantearon ciertos sxperimentos preliminares
de hibridizacion DNA genémico de rata - oligonucledtidn sintético
(trabajo realizado por 1a Q.F.B. Rosa Ma. Uribe V.), asf como la
nstrategia de husaueda en el banco de cDNA. Sin embavgo, antes de
obtener los primeros resultados mediante la hibridizacidn con el DNA
genémico, fue donado A nuestro grupo el cDNA de TRH de hipotslamo de
ratay- aislado ¢ identificado por el Dr, R.H. Goodman (27). En base a
estn, se propuso proseguir con los experimentos preliminares para la
deteccién y cuantificacién del mRNA de hipotglamo de rata, para su
posterior utilizacién en estudios de requlacién de 1a biosintesis
mediante  hibridizaciones wRNA - cONA tipo Northern. Dada la
disponibilidad del cDNA de TRH de hipot§lamo de rata, e decidié dejar
por  un lado la busqueda de este cDNA dentro del banco creado durante
este trabajos sin embargo, el banco de cDNA hipotalémico serd utilizado
en un futuro para 1a busuqeda ¢ identiticacién de los mensajeros que
codifican para otros péptidos y enzimas de interds para nuestro 9grupo,
como  por sjemplo el de la enzima Piroglutamate  Aminopeptidasa
mombranal,

Para la duleccién del mRNA dz TRH modiante hibridizaciones tipo
Northern, 20ug de RNA poli(ad+ do hipotdlamn de rata. 20ug de FNA
pol(A)+ de cercbro extrahipotalimice, ast como 20ug de RNA total e -
hipotalamo de vata (RNA citoplgsmico) y 20ug de RNA total de €. coli
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fueron  somctidos 3 elactroforesis en geol dosnaturalizante de  Agarasa-
Formaldehido y transferidos a membrana de nitrocelulosa, €1 RNA
annpladi 3 13 membrana se hibridizé con 1000y del fragmanto de cDNA . de
TRH  marcads por "nick trauslation”. a una aclividad espacifica de 6 x
108 cpm/ua, A una eoncentracién final de 1.2 % 107 cpm/ml. 1a
hibridizacién se Jlevé a caho por 43 hrs, bajo condiciones extrictay de
fuerza idnira y temperatura lver seccidn de métodos)e En la figura 16
2 obsurva que dospues de 2 dias de exposicidn del  gel  a
autorradingrafia, es  posible  observar  una banda  intensa  de
hibridizacién con ) RNA polilA)+ do hipotdlamn do. raba. de 1,700
bases, 1n que corresponde al tamano molecular descrito para el mRNA dn
1RH en estamspecie (7). Asimismo, os posible observar una banda tenue
dn  hibridizacién entre el RNA total de hipotélamo de vata y el cUNA,
siendo que no se ohserva bana atgua con el RNA polifAd+ de carebro
extrahipotaldmico, '
v

Pars determinar 1a cantidad minims necesaria de RNA poli(a)+ para poder
dutectar el whNA de TRH, sc sometieron a eleclroforesis en gel de
Marosa-Formaldehidn, cantidades variables de RNA poli{A)e de
hipot4lamo de rata, ajustandn la concentracidn total de & muesta a 10ue
de RNA con FNA poli(A)e de cerebro extrahipotalémico. La transfevencia
@ hibridizacisn se realizaron bajo 1as mismas condiciones, excepto que
1a actividad especffica del cDNA fue en este caso de 4.5 « 10% com/ug.
estando presente & una concentracidn final de 4.5 x 10* cpm/ug. En la
figura 19 sa ohserva que después de 2 dias de exposicién de la membrana
a autorradicgraffa, es posible detectar wupa banda especifica de
hibridizacion hasta con Q.lug de RNA poliiA)+ de hipotilamo de rata
(0.lug de RNA de hipotalamo + 5.9u9 de RNA de cerebro
extrahipotalemico),

Con el cbietn de determinar la posibilidad de datectar el mRNA de TRH
de hipotalamo de ratéomn, mediante la hibridizacion con el cDiA de
hipotalamo de rata, 10ug de RNA politA)+ de hipotalamo de ratén fueron
sometidos a electroforesis en gel de hAgarosa-Formaldeh(do, y fueron
transferidos @ hibridizados dentro del experimento anterior de
titutacidn deol RNA de hipotdlano de rata. En la figura 19 se observa
que es5 posible dotectar una banda especifica de hibridizacidn de2 1,700
bites, 1o que coincide con el tamafio del mensajevo de hipotalaso de
rata, sin embarao 1a intensidad de 1a banda es mucho mencr de lo que se
obtiene 31 utilizar 1a misma cantidad de mRNA de hipotélamo de rata, lo
que puede sugerir una menor ahundancia del mensajearo en el vatén, o
mayor divergennia en cuanto secuencia auclestidica entra los mensajeros
de ambas espacies.

En 1os experimentos en que sn ulilizéd el oligonurledtido sinteticn d2
TRH como rastreador en hibridizaciones tipo Horthern, 20ug de FRHNA
poli(A)¢ de hipotilamo de rata y de cerebrn extrahipotalimicn fueron
sometidos a electroforesis en gel do  Agarosa-Formaldehfds y fuseon
transfaridns A menbrana de nitrocelulnza hajo 1as mismas condiciones
que en los experimentos  antarjores, LA prehibridizacién e
hibridizacién se  llevaron a cabo como se descr ihe en la seccitn de
métodos  para el uso de oligonunleétidos  sintéticns, con el
nligonunleétide de TRH marecads a una Actividad especffica de 2,3 2 10"
cem/ug.  En la figura 20 se observa un alto grado de hibridizacién no
espucifica del oligonucledtido con los RNA  ribosomales, no  siendo
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posible 1a observacién de la handa de hibridizacién del mRNA especifico
de TRH, a pesar de realizar los Javados a altas \enperaturas.
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DISCUSION DE REZIATATOS

Los estudios realizados con el chjeto de inmunoprecipitar el
precursor de LHRH mediante el uso de anticuerpos polinlonales  anti-
LHRH, demostraron la dificaltad para identificar este pdptida de entre
los productos de traduccién de RNA tanto de hipotalamo de rata como de
placenta humana, Los resultados obtenidos con vespecto & 12
sensibilidad del ensayo, sugieren que el RNA mensajero de LHRH es mznor
al 0.01% del aRNA hipotalgmico. Estos datos sobre 1a baja  abundancia
del mensajero de LHKH se correlacionan con observacionts de otros
@rupos  sobre la existencia de pocos cuerpos neuronales de LiRH en el
cerebro, vy.con datos do estudins in vivo que sugieren un bajo nivel de
biosf{ntesis y vrecambio de LHRH (73,93,9%), asf como con estudios
preliminares de nuestro grupo en el uso de oligumucledtidos sintetivos
pPard  dotectar el mRNA de LIRH.  3in =ubargo, existe la posibilidad de
que aunado al problema de sensibilidad del ensayo, el reconocimiento de
los  anticuerpos por 1a secuencia dal LIRH dentro del precursor s=a de
tan baja afinidad que impida la deteccién de dicho péptido aun
enriquecicndo ] WRNA que codifica para este péptido, Asimisme, hemos
ohservado que ciertos anticuerpos policlonales anti-LHRH reconocen
inespecificanente una proteina de alto peso molecular (50,000 daltones)
pressnte en varias especies vy tejidos, 1o que resultd ser una sefal
falsa positiva durante la realizacién de este estudio. 6. Fink ha
demostrado en varios estudios (89,66) que mediante el uso de
anticuerpos policlonales anti-LHiH, es capaz de reconscer un péptido de
26,000 daltones dentro de los productos de traduccisn de aRNA de rata v
ratén bajo distintas condiciones fisiolégicas. Sin emdargo, éste
péptido es reconocido gnicamente dentro de 108 productos de traduccién
marcados com Leucins tritiada, vy no corresponde ¢l peso molecular del
pracursor identificado & partir de la secuencia del cDNA (48). Es
posible que las observaciones del grupo de 8. Fink se deban también a
artificios de) sistema de deteccipn con anticukrpos goliclionales.

Como otro enfoque en la busqueda del pdptido precursor de LHRH, se
generaron wn el laboratorio anticuerpos monoclonales anti-LIRH  (72)
ewperando que entre los anticuerpos generados uno o mis fueran capaces
de reconocer la secusncia del LHRH dentro de un pgptido de mayor peso
molecular. Esto  serfa  més  probable si el sitio  antigénico
correspondiera a 1a parte central de la molgcula, generandose as{ un
anticiuerpo de alta especificidad y pureza, con 1o que posiblemente se
facilitarfa 1la deteccién del precursor. Entre los  anticuerpos
sonoclonales generados, se obluve rdnicamente un tipo de monoclional cuvo
sitio antigénico o epftope principal corresponde al extremo carboxi
termninal  del decapéptido. sin embargo reconoce con mayor afinidad la
estructura conformacional de doblamiento de la moldcula de LHRH., A
pesar de osto, se podria esrerar que este anticuerpo monoelonal  anti-
LHRH  pudiera reconocer esta secusncia dentro de una moldcula de mayor
tamafo, Es por esto que se realizaron experimentos de
inmunoprecipitacidn de los productos de traduccién de RNA mensajero,
obtenido de hipotélamoe de animalas bajo condicionzs experimentales en
que se ha sugerido un aumento en Ja biosintesis de novo del LHRH., Sin
anhargn, los resultados fueron negativos, sugiriendo que o bisn el
anticuerps no es capar de reconocer péplidos precyrenres debido & su
alta especificidad hacia el extremo carboxi terminal del decapdptido
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y/o que la sensibilidad del ensavo no es 1o sufivientemenie alta  cono
para  detectar peptidos qintetizados vn tan haja abundancia.  Asimizme,
ester  trabajo confirma que el uso de antiruerpos policlanalas en este
tipo de estudios pued? dar lugar a resultados falsos, debido a la snién
no ecpecifica de péptidas radicactivos a las proteinas y  anticuerpos
que conponen el snero.

Experimentos preliminares de hibridizacidn de miNA de  hipotdlamo
de  rata con oligonueledtidos sintéticos para la deteccitn del mRMA Jde
LHRH (98) dieron resultados negativos en todos los casos, Esto, Junto
con o observade por el grupo d2 F.H.  Sesburg en guz no  es posible
detqotar el ®RNA de LHRH hipotaldmico mediante hibridizaciones tipo
"Nor thern” con el cONA espec{fico (comunicacién gersonal), confirma la
baja proporcibn en que asite mensajers osta prasenta en el hipotglamo,
1o que impide realizar estudios Jde 1a vogulacion Jde la biosintesis
utilizando estos métodos convencionales en este tipo de astudios. Una
de las alternativas a este estudin es detactar los cambios en los
niveles del mensajero espec{fico de LHRH directamente dentro de la
?;grom LHRHérgica, 1o que es posible mediante hibridizaciones in situ

)

Por esta razén decidimos abandonar el intento de identificar el
cDNA de LHRH de hipot4lamo de vata, a3f como la oblencién de
vastreadores especificos para la realizacion de estudios de regulacién
de 13 biosintesis d2 este neuropéptido. A partir de este momento,
fuestros etfuerzns fueron enfocados a1 estudio de 1a binsintesis de TRH
va que wexistfan evidencias sugiriends una mayor riqueza de su  WRNA
(98),

Con el objeto de poder caracterizar tanto el precursor peptidico
como #] RNA mensajero que codifican para 13 sintesis de TRH, se propuso
crear un banco de DNA complementario enriquecido en las tecieacias del
hipotélamo, para facilitar 1a busgueda dal . cDNA en cuestidn, La
utilizacidn de Actinomicina D durante 1a sintesis de la primera cadena
del cONA did lugar @ 12 oblencion de moléculas de al parecer mayor
extension hacia el extremo 57 dol WRNA utilizado como templade (RNA-
poli(A)+¢ de hipotilamo de rata), obleniendose 3 su ve: mayores
rendimientas de sintesis. Se ha postulado que en presencia de
Actinomicina D se sintetiza una horquilla corta en el extremo 37 de la
primera cadena dal cDNA, que  sirve como  iniclador para la DNA
polimerasa 1 (82,

Con el propésito de enriquacar el cODNA en secuencias exclusivas
del hipotdlamo, & propusn hibridizar el ¢DNA hipotalémico con wRNA de
cerebro de rata para eliminar 1as secuencias comunes entre estos dos
tejidos. Madiantas el analisis de 1a literatura (99,100), se 11c96 a la
conclusion de que Jdada la complejidad del RNA mensajero de cerebro, que
es de 2.5 K 10° nuclestidos (150,000 mensajeros distintos de
aprovimadamente 1500 bases en promedio), es necesarin hibridizar a un
valor da Rot teérico de 32,9 moles nucl. seq/l1t para eliminar el S0Y% de
1as  secuencias comunes, que vepresenta las secuencias de  abundancia
tntermedia. - En basz a esto, se wvstableniéd hibridizar a valores
intermedios (30 vy S00 moles nucl. seg/it) para tener una curva
experimontal en 13 ciral basarin. E) cDHA cadena gencilla (de gecuencias
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de  hipotdlamo enriquezidas vy secuencias de baja abundancia) fue
separado del hibrido cDNA-RNA  mediante  cromatoarafia en
hidroxiapatita (1011, Lns resultados ohtenidos no veflajaron 1o
asperado leéricamente, y mostraron la nerosidad de una alta cantidad de
oDMA cadens sencilla para obtener rendimientos suficientes para
continuar con la sintesis del nDNA =nrigquecido y su clonacion.

Es por esta razén, que se establecieron las condiciones para crear
un banco de cDNA total, no enriquecido que diera lugar a un alto ndmero
de rrcorbinantes para aumentar la probabilidad de obtener al menos una
clona que contuviera el cDNA de TRH. Uno de los problemas genarados
durante Ja creacion del banco de cDNA fue el optimizar las reacciones
que involucran 1a utilizacion de las enzimas Transcriptasa reversa, DNA
polimerasa 1 vy Nucleasa Si. Sin embargo, el paso mis problemético v
ceritico durante la sintesis results ser la fosforilacién y Ligacién de
1os’ adaptadores de EcoRl al cDNA, para su posterior ligacién al vector
de clonacién. El grotorolo establecido de sfntasis y clonacién del DNA
dié resultados exitosos, dando lujdar as{ a_la creacién Jde una banco de
alto némero de recowbinantes (1.5 X 10° ufp recombinantes), con
insertos de 700 pares d2 bases como prom:dio. En base a 1o publicadn
posteriormente  (27) para 1a caracterizacion del <DNA de TRH
en hipotélamo de rata, =ste cDNA estarfa representado de 2 a 10 veces
#n el banco generado en nuestro laboratorio (4 copias del cDNA por cada
3% 10° recombinantes).

Ciertas resyltados preliminares de nuestro grupo (94) parecian
sugerir una haja conservacion nucleotidica entre las secuencias del
WRNA de TRH de hipotdlamo de rata vy Jde piel de Xenopus laevis, dado que
no fue posible identificar el wRNA do TRH de hipotdlamo do rata
mediante hibridizaciones tipo “"Northern” utilizando el cDNA de X,
laevis como rastreador. Esto fue comprobadn al publicarse la secuencia
del  cDNA de hipotslamo de rata (27) antes de iniciarse la husqueda de
este cDNA dentro del banco de cDNA ganerado en el laboratorio. Debido a
que cronoldgicamente a4 este momento no era accesible a3 nuestro 9vupo
1a clona del cDNA va caracterizado por R.H., Goodman, decidimos
sintetizar un oligonucledtido sintético 100% homdlogo 4 wuna de las
secuencias de TRH dentro de la secuencia del 2DHA reportado. Este
oligonuclebtido serfa utilizado para el rastreo del banco de cONA
hipotalsmico, as{ como para la deteccén del wRNA especifico, en
estudios preliminares de hibridizacién tipo "Northern".,

Hemos  observado gque wmediante hibridizaciones DNA  gendmiro-
oligonucledtido de IRH ("Southern®) y de tipo "Northern®, no fue
posible detectar alguna sefal de hibridizacisn especifica. Esto
srobablemente se deha a )a haja sensibilidad que se obtiene mediante ol
uso - del oligonuclestido dadn su pequenc tamafio (24m2r0) y su baja
proporcion de residuns G-C dentro de la secuenzia, 1o que da una menor
estabilidad en formanion de hibridos. A su vez, se observa un alto
nivel de pegadn inespecf{fico a los KNA ribosomiles, que podria estar
enmascarando  una sefial positiva. Asimismo, el no detectar una sefial
positiva se podria deber s la actividad especffica resultante al
fosforilar el oligonucleétido, que podria no ser lo suficientements
alta como para proporcionar una Alta sensibilidad al ensaye, 1o que se
correlariona con el hecho de no observar banda atguna de hibridizacién
con el DNA gendmico (resultados no mostrados),
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En base a los resultadns anteriores, se pensé que 1a busgueda y
rastreo del cDNA de TRH con 2] oligonucleotido se verfan complicados
debido a la inestabilidad del hibrido que forima el 24msra, Existen
ciertos reportes del uso de oligonueledtidns sintéticos para la
hibridizarién con mRNAs ahundantes como 21 de la vasopresina, emn que es
posible detectar el mensajero espenifico tanto en hibridizaciones tipo
Northern como _en hibridizacicon in sity, sin embarge, esto se facilita

- por el tamaiio del oligonucledtido, as{ como por el poccentaje de
residuos G-C vy la abundancia d21 mRNA (35)., DGracias a la donacién del
cONA de TRH por el Dr., R.H. OBoodman, se decidié prosequir con la
realizacién de los experimentus preliminares de hibridizacién tipo
"northern”, utilizando este c[NA como rastreador, para posteriormente
continuar eon la cuantificacidn de los niveles del WRNA en estudios de
13 requlacién de 1a hinsfntesis de TRH.

Hemos determinado que es posible purificar cantidades suficientes
de FNA total a partir de unicamente un hipotglamo de rata mediante la
obtencion de RNA citoplasmico, pudiendose & su vez detectar el uRNA
especifico dv TRH a partir de 20ug de esta preparacién de RNA por
hitridizacicn con el cDNA hipotalsmico, EL hecho de que sea posible
dotectar espec{ficamente sl oRNA de TRH partiendo de unicamente O.lug
de RNA-polilA)+ de hipotélamo de rata, sugiere 1a posibilidad de
realizar experimentos de vegulacién a nivel transcripcional,
utilizando el minimo de sujetos experimentales, con la posibilidad de
poder detectar cambios en lns niveles del mensajero entre una vy otra
condiciones experimentales.

CONCLUSSIONES

A 1o largo de este trabajo experimental, pudinos darnos cuenta de
la dificultad que implica el tratar de determinar el mecanismo de
sintesis de neuropptidos presentes en tan baja proporcidn en un tejido
dadn, como es el caso del LHRH y del TRH hipotaldmicos. A pesar de
haber utidizado varios enfoques metodolégicos no nos fue posible llegar
a la caracterizacién final de los nRNA“s que codifican para ambos
péptidos, antes de que esto fuera publicado por otros grupos en el
extranjero.  Sin embargo, hemos sportado algunos datos en cuanto al
estudio de 1a biosintesis de LHRH (articulo), vy hemos sido capaces de
Qenerar un banco de cDNA de hipotdilamo de rata, gque si bien no sers
utitizado para la vcaracterizacién del mRNA de TRW, sers de gran
utilidad para la caracterizacién de otras moléculas de interds para
nuestro grupo, c~omo por ejemplo el de la enzima Piroglutamato
Aminopeptidasa mesbranal, responsable de la degradacidn del TRH.

Actualmente, en el laboratorio se estan iniciando los estudios de
regulanién de la binsfntesis de TRH a nivel transcripcional, wmediante
1A determinacién de los niveles del mensajero en animales bajo
distintas condiciones fisiologicas en las que se ha sugerido que puede
octrrir un cashio en la biosintasis de este neuropéptido.
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METODO DE PURIPICACION RNA TOTAL
CalCl-Proteinasa K 1000 ug/g
(Macromftodo)
GnliC1-Cloroformo/butancl 700 ug/g
’(lucro.ltodo)
GnHCl-Proteinasa X 360 ug/s
(Micrométodo)
GniiC1=Cloroformo/butanol 27 ugls
(Micrométodo)
GniCH=CsCl 625 ug/g
RNA citoplasmico 1100 ug/g

TABLA 1.~ COMPARACION ENTRE DISTINTAS PARPARACIONES DE RNA

Notas:
CoCl .~

GoMCl .~ Hidrocloruro de Guanidina.
GnSCN,= Tiocianato de Guanidina.
Cloturo ds Cesio

46

ABNDIMIENTO INA POLI(A)++ PRESENCIA DE:
_(ug ds BMA/gr de tejtdo) . (en el RMA total)
RMA POLI(A)+ tRNA DRA
50-100 ug/g 9-12 ug/g O 1]
(100 ug/mg RMA total)

30-70 ug/s 5-7 u/s "o NO
(100 ug/mg RNA total)

.- .- » NO
—— —— » No
asn = N N
- --- 81 %0
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. ENZIMA CONCENTRACION ACTINOMICINA D CONC. RNA AENDIMIENTO EFICIENCIA
( U/ug do RMA) (ug/al) (ug/reaccibe) * (ug cDMA) DR RRACCION

Io&runr N. 10 U/ug - lug 0.050 ug L
Soharinger M, 10 U/ug 100 ug/md g 0.102 ug 108
Boheringer M. 10 U/ug (90 min) 100 ug/ml 1ug 0.135 ug 13%
Boheringer M. 2% Ulug 100 ug/ml 1ug 0,236 ug %
Boharinger M, S0 U/ug 100 ug/ml 1ug 0,324 ug 2
Boharinger M. 50 U/ug 100 ug/ml Sug 1.00 ug 20%
Prosegs Biotech, 10 U/ug 100 ug/ml 1lug 0.218 ug 2%
(lote 1)
Promega Btotech. 10 U/ug 100 ug/ml 1ug 0.117 ug 11%
(lote 2)
Promega Biotech, 10 U/ug 100 ug/ml S ug 0.939 yg 1
(lote 1)
Promega Biotech. 10 U/ug 50 ug/md Sug 1,423 ug 208
(lote 1)
Life Science 10 U/ug 50 ug/ml Sug 0,900 ug 192
TABLA 2.  COMPARACION ENTAR DI 'AS BNE 3 ] SENC.




Adenohipdfisis

Fig 1 Interaccion de la Neurona Neurosecrefora con
su drgano blanco :
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FIGURA 2.- Comparacién entre las secuencias de los cDNA's gue codifican
para TRH en § A) la piel de Xenopus laevis y B) el hipotflano de rata,
reportadas (47,27).
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FIGURA 3 .- Esquema de Sintesis y Clonacién del cDMA Hipotalfmsc,
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Figura 4.- Analisis glectroforético de RNA poli(A)+¢, Magromitodo
de, purificacicn de FMA total,

Tras microgramos de cada preparacion de RNA  fueron va sea
tratados con DNAsa libre de RNAsa, o sometidos directamente a
electroforasis en gel de Acrilamida al 5%, Urea oM en  solucidn
TBE 1X. Lns dcidos nucleicos fueron tefidns con bromuro de etidio
al 0,01% en agua, v ¢l gel fue fotogratiado bajo ilumunacidn con
Luz ultravioleta.

1) lug de DNA del plismido pPOR322 sin digerir, ,

2) FNA total de E. coli ¢+ lug de DNA de pBR322. Tratado con DNAsA.

3) FNA total de €. coli ¢ lug de ONA de pBR322,

&) RNA total de E, coli. Tratedo con DNAsa.

3) RNA total de €, coli.

&) RNA politA)e+ de hipot£lamo de rata (GnHCI-Prot K). Tratado con DNAse
7) RNA poli(A) ++ de hipotdlamo de rata (GaHC1-Prot K)

Notass €n 2 v 3 s observa la degradacion parcial del RNA debido
a RMAs3s presentes como contaminantes en la preparacich de DA
del plasmido pBR3Z2, .

GnHCL-Prot K.- Mectodo de purificacion de RNA total, hidrocloruro
de guanidina - tratamiento con Proteinasa K,

5t
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Fisura S.- Analjsis electrofordtico de RNA total de hipotslamo de
rats,

De 1 a 6 ug de RNA total de hipotalamo de rats obtenido por
distintos  mitodos de purificacion fueron sometidos &
electroforesis en gel de Acrilamide al 4X, Ureas 68M en solucion
TBE 1X. La tincion se realizé con bromurc de etidio v el gel se
fotografic bajo iluminacion con luz ultravinleta.

1) 4ug de MNA purificado por el método de GnSCN-CsCl.

2) tug de ANA purificado por el metodo de GnHCi-Prot K
3) 3ug de RNA purificado por el método de OnlCl-Prot K.
4) Sug de ANA purificedo por el métoda de GMHCL-Prot K.

$) 3ug de RNA purificado por el metodo de RNA citoplasmico (preparacion 1)
6) Jug de RNA purificado por el r.fmdo de RNA citoplasmico (preparacion 25,
7) 3ug de RNA purificado por el metodo de RNA citoplasmico (preparacion 3),

Notast GnSEN-CeCl.- métado de purificacidn con tiocianaty de
guanidina ~ gradiente de cloruro de cesio, GnHCI-Prot K .- método
de  hidrocloruro de quanidina - tratamiento con Proteinasa K,
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Figura 6;- Q‘na‘luu qlactroforatico ge RNA f{otal de cerebrg -
extrahipotalamico

¢ hipotflang de vala,

Distintas  preparaciones de RNA  (Jug) fueron sometidas 2
electroforesis en gel de Acrilamida al 6%, Urea OM en solucion
TOE 1K, antes v despues de la digestion con DNAsa libre de
filAsas. “La tincion se realizo con bromuro de etidio v el gel ¢
fotngrafid bajo iluminacidn con Juz ultravioleta.

A

1) RNA de hipotalamo (RNA citoslasmics),

2) ANA de hipotalamo (RNA citoslawmico), Tratado con DNAsa.
3) RNA de hipotdlamo (GnSCN-CeCl) ’

4) RNA de hipotélamo (OnSCN-CsCl). Tratado con DNAsa.

B.~

1) RNA de cerabro (GaWCl-Prot K),

2) RNA de cerebro {(OnHCl-Prot K), Tratado con DNAsa.

33 RNA polilA)+ de hipotilame (GnHCL-Prot K)

4) RNA poli(A)e de hipotdlamo (GnaHCI-Prot K). Tratado con DNAsa
S) RNA poli(A)+ de hipotdlamo (GrHCL- Cloroformn/Butannl)

4)  Sug de FNA no poliin) de cerebro de rata (fraccion que eluve
con alta sal de la colimna de oligo-dT celulosal,

Notass OnHCI-Prot K.- metodo de purificacion con hidrocloruro de
guaniding vy tratamiento con  Proteinava K. GnHCL-
Cloroformo/Butanol. - m_c'todo de purificanion con hidrocloruro de
quanidina vy extraccion cloroformo/butanol. OnSCN-CeCl metodo de
purificacion con ticcianato de quanidina - gradiente de cloruro
de cesin,
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Fisura 7.« Aadlisjs  electroforético de Jou proguctor de
fraduceion hjpotqlame ¢ de gerebro de rats.
Diversas prepavaciones de RNA fuerom traducidas en lisado de
reticulocito de conejo suplementado con  (33-S1-fetionina.
Alicuotas de 10ul fuaron sometidas a electroforesis en wel de
Poliacrilamida - SDS al 15X, v el eel fue tratado para
fluorograt{a. Tiempo de exposicion 3 dias.

1) No RNA

2) MNA poli(A) de drea predptica de ratas ovariectonizadas.
3) RNA poli(A) de hipotdlamo total de ratas macho.

&) RNA poli(A) de cerebro extrahipotalénico de ratas macho.

Sé



Fisura ©.- Aniligiy electroforétice de los ergdustoy e
tradyccidn  ipminopresipitadog ¢on el antjcugrpe  monoslongl
BrL-gy

Diversas preparaciones. de RNA fueron traducidas en lisado de
reticulocito de com.lg suplementado con (35-S)-Meticnine. El
equivalente a 2 x 10" cpm de productos de traduccion fusron
inmunoprecipitados con el anticuerpo monoclonal anti-LHRH BKL2
(120ng/ml) en presencia o en susencia de LHRH sintdtico. Los
productos inmunoprecipitados fueron purificados y scmetidos a
elactroforesis en gel de Polijacrilamida -~ SOS al 15%. Tiewpo de
exposicion 8 semanas.

Productos des )

1) RNA de area preoptica de ratas ovarisctomizadas

2) RNA de drea sredptica de ratas ovariectomizadas. +10ug de LHRM.
3) RNA de hipoldlano de rata macho,

4) RNA de hipotalamo de rata macho, + 10ug de LHRM.

S) RNA de cerebro extrahipotalamico de rata macho.

&) RNA de cerebro extrahipotalamico de rata macho, +10ug de LHRH.
7) Marcadores de peso molecular (ver articulo),
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Fisura 9,- Analigis glgctroforatico del cOMA cadena gencilla,,
Aeroxinadamente un decimo de volumen de la mezcla de reaccion de
sintesis de cDNA cadens sencilla, realizada en susencia (1 y 2) v
presencia (3) de Actinomicina D (100ug/ml), fueron sometidos a
electroforesis en gel de Acrilanida 8] 5%, Urea 84 en solucida
TBE 1K, (4) DNA del pldsmido pOR322 digerido con Hin f, Tiewpo
de exposicion del gel & autorradiografia 15 hrs.
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Fisura 10.- Analisig glectrofordtico de distintas ereparaciones
de cDNA gadena yencilla. '

EL cONA cadena sencilla en cada reaccion, fue sintetizado a
partir e fup de RNA poliiAdes utilizando enzimas de distintas
casas comrciales. Un dicimo de volumen de cads mezcla de
reaccion fue sometido & electroforesis en gel de Acrilamida 5%
Urea SM en solucidn TBE 1K, Tiewpo d2 exposicidn del gel a
autorradiografia 12 hrs.

1)
2)
3
4)
S)
é)
7
8)
L]

10 U de anzima de Boheringer Manhaim. Tiempo de veaccion O min,
10 U de enzina de Boheringer Manheim. Tiempo de reaccion 40 min,

de enzims de Boheringer Manheim. Tiempo de veaccion 90 min,
enzima de Boheringer Manhein. Tiempo de reaccion &0 mim.
enzima de Boheringer Marhein. Tiempo de reaccion 40 min.

sese

42

plasnido pER322 diserido con Hin f.

2
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1,631 pb

517
506

396
344
298

enzima de Promega Biotech (lote 1). Tiempo de reaccioh O minm,
e enzima de Promegn Bintech (lote 13, Tiempo de veaccidn 60 min,
enzima de Pronega Bictech Llote 2). Tienpo de reaccion O min.
e enzima de Promega Biotech (lote 2), Tiempo dv reancicn 60 min.
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Fipra 11.- snilisis alestrotorstico dal SO cadeng sencills ¢
cD¥A doble gadens,

El cONA cadena sencilla fue sintetizado & partiv de Sug de RNA
poli{A) v¢ como se describe an 14 seccion de metodos. Alicuotas de
2.5 ul fueron tomadas a 1ot tigmpos O (1) v 60 (2) minutos de
reaceidn, La sequnda hebra del cONA fue sintetizada como se
describe en la seccion de nﬂodo-, a partir del cONA cadena
sancilla rasultante de la reaccioh anterior. Alicyotas de 2.5 ul
fueron tomadas al principio (3» y final (&) de 18 reaccidn, E1
analisis electroforétince se 1levd & cabo en gel desnaturalizante
de acrnuida at Sk, Urea M en solucion TBE 1¥, Tiewmpo de
exposicion & autorradicgrafia 24 hn. () DNA de pldsmido pBR322
digerido con Hln f.
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Fiwre 12.- Titulacion de }s Mucleass S1.

Asroximadansnte Sng de cONA doble cadena (~ 4,000cpn) fuarom
utilizedos para 1a titulacidn de 1a Nutleasa SU, por reaccion, ‘a
concentracicn variable de enzima bajo las condiciones descritas
en la seccién de métodos. EL andlisis se realizo mediante
electroforesis en gel de Acrilasida al 5%, Urea 9M en solucicn
TEE LK, Tiempo de exposicich del gel a autorradiosraffa 15 hra.

1) sin enzima

2) 0,003 U da enzima {1 U/ue)

3) 0,05 U de enzima (10 U/ug)

4) 0,3 U de enzima (100 U/ug)

S) S U de enzima (1000 U/ug)

6) 10 U de enzima (2000 U/ug)

7) DNA de plasmido pBR322 digerido con HWin ¢,
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Fisura 13.- Andlisjy elegtroforgtico del cONA tratade gon
Wycleasa St

Alicuotas de 1yl de la mexcls de veaccion con 1o Nucleasa Si
(volumen  final 30ul) fuerom tomedas & los tiempos 0 (20 y 1 wmin
t3) , pars &l analisie electroforético en gel de Acrilamida BY,
Ures 8% en solucidn TBE 1K, Tiempo de exposicion del eel @
autorragiopratis 15 trs.

(t) DNA de pldsmido aBR322 diserido com Hin 1.



muu 14~ Wetilecion gel los sitios de restriccich EcoRl
L proteceidn de Ja digest gg?,_s_t_g nzimy de restriccidn.

Un sicrogramo de DWA del pldsmido PBR322 fue va sea (1) diwerido
directamente con la enziss de restriccich EcoRl o (2) metilado
con 1a Metilass de EcoRl y S-Adenosil metionina ¢ incubado ' en
presencia  de la enzima de restriccidn EcoRt bsjo las mismas
condiciones que para el anterior. (3) DNA de plunldo pBR3Z22 sin
digeriv, EV analisis electroforético se realizd en minigel de
agarosa al 1% en solucion TBE 0.25X. €1 DNA fue 'tlmdo con
brosuro de etidio y fotografiadn bajo iluminacion con luz
ultravioleta.
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El cONA fue ligedo & los edeptadores de EcoRl bajo  las
condiciones descritas en 13 seccicn de metodos v posteriormente
fue digerido con la enzima de restriceicn !edl. Alicuotas de 1ul
antes (2) y despues (3) de la digestica com EcoRl fuerom
analizadas mediante electrotoresis en gel de Acrilamida al %,
Ures ON en solucion THE iX. (1) OlisomucleStido de 16 bases
utilizedo como control (1émero). Tiempo de ewposicion del gel &
autorvadioratfa 2 dias.
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Fieure 16.- Cracaterizacion do Jou insertos de ciNA.

Aproximadasente l0us de DNA de bacteridfasos recombinantes
(conjuntos de 3 placas sisladas) fueron digeridos con la enziss

restriccion EcoRl v sometidos & electroforesis en eel de

Acrilamide a1 5% en solucion TRE 1X. EL DNA se tiffo con bromuro

de

etidic vy el el se fotografia’ bajo iluminscioh con luz

ultravioleta,

3]
2)
k1)
Lh
)
8)
k4
8)

DMA del plasaido pBRI22 digerido con Hin f,

DNA de Agtit con inserto control (fragmento de plasnido de 34b),
ONA de bacter tofuos racosbinantes (conjunto 1)

ONA de bntcriotnm recombinantes (conjunto 2)

DNA de bacteriofeyos recombinantes (conjunto 3

ONA de bacteridfagos recombinantes (conjunto &)

ONA de bacteriofagos recosbinantes (conjunto 5)

DNA de bacteridfagos recosbinantes sin digerir (comjunto 8).
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;_s'ura 17.- Marcaje y tamalo gel oligonuclectido sintetico de

U

De 3 a 1) pmolas de distintos oligonucledtidos sintéticos fueron
fosforilados con 1uCi de pU(32-PI-ATP y O0.1U de la enzima
Polinucledtidn cinasa de T4, bajo las condiciones descritas en la
seccidn  de  wetodos, El  andlisis  se realizo mediante
electroforesis en gel de Acrilamida sl 20%. Urea 8M en solucidn
TRE 1X. Tiempo de exposicion del gel a autorvadiograffa 2 hrs.

1) 22maro control (3 pmnles)

2} almero control {1 pmola)

3) 2mero de TRH (3 pmolay)

4) 28mero de TRH (10 pmalas)

S) 24maro control 1 (Spmolas)

6) 24mero control 2 13 pmolas) (no se fosforila elicientemente)
7) 27maro control 1 (3 pmolas)

8) 27mero control 2 (3 pmolas)

9) 27mero control 2 (3 emolas)
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Fisurs 16.- Deteccion del WAMA e TRH por bibridizecion tiee
Northern,

Veinte micrograncs de cada preparacion de ANA fusron sometides &
electroforesis en gel desnaturalizante de Agaross 1.5% -
Formaldeh{do 2.2M v fueron transferidos a nmitrocelulosa. La
hibridizacion se realizé con 100ng de) cONA de TRH de hipotslamo
de rata (1.2 x 10 cpn/ml) como se describe en la seccién de
attodos. Tiempo de exposicion de la membrana & autorradiograffa 2
dias.

1) A total de €. cold
2) MNA total de hipotélamo de rata (RNA citoplismico)
3) RNA poli(A)¢ de hipotslaso de rata

Como  marcadores de peso molecylar se utilizaron los RNA
ribosonales de eucariotes y procariotes, tenidos como se describe
en la seccion de adtodos.
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n;:u :9- Cyantificecion d¢ um_usmguummum
g Mhrgd::elgmc_.L Noﬂh::n'!’ dstecoicn gel somsisro @1 TN

Cantidades variables de RNA de hipotdlemo de rata v de ratém
(ajustando 14 concentracién final del RNA & 10u8 con PVA de
cerebro extrahipotaléaico) fueron sometidas a electroforesis en
eel  desnaturalizante de  Agparosa-Formildehido v fusron
transferidas a mesbrana de nitrvocelulosa. La hibridizecién se
1lavé & cabo utilizando 100ng del cDNA de TRW marcado por “nick
translation® (4.5 x 10 cpa/ml). TVTiespo de exposicién de 1a
membrana a sutorvadiosraffs 2 dias.

1) 10ug de ANA poli{A)+ de cerebro extrahipotalimico de rats.
2) 10ug de RNA polilA)e de hipotélamo de ratén.

3) Sug de RNA poli(A)+ de hipotglamo de vatas.

4) lug de RNA poli(A) de hisotslamo de rata.

3) 0.3ug de RNA poli(A)¢ de hipotélamo de rata,

6) 0.1ug de RNA poli(A)¢ de hipotdlemo de rata,

7) 0.0%ug de FNA poli(A) ¢ de hipotilamo de rata.

8) 10ug de RNA total de €, coli.

Como mircadores de peso wmolecular se utilizaron los MNA
vibosomales de eucariotes y procariotes, tenidos como s¢ describe
en la seccién de mdtodos.
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Figura 20.- qelerizacién 1
hitrigizacidn con t1 ol IEbrectequite 1007 tonclome epunirale
Veinte aicrogramos de RNA polilA)+ de cersbro extrghisotaldmico
(1) vy de hipotalemo (2) de rata fusron sometidos & electroforesis
en - eel desnaturalizante de Agarosa-Forsaldehido y fusrom
transferidos & mesbrany de nitroceluloss, La hibridizacion se
1lavé & cabo con el oligonucledtido de TRH wmarcade a uma -
actividad especifica de 2.3 x 10% cam/uy (asroxisedanente 4.3
10% cpu/n1). La membrana fue lavada 2 veces por S min a
teaperatura smbiente vy a IMC, Tiewo de exposicién de .la
nesbrana a sutorrediograffa $ dias,
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" APENDICE 1

ABREVIATURAS

A poli(A)

33283

igat

Horsona Adrenocorticotrdpica

Factor Liberador de 1a Hormona Adrenocorticotrdpica
Acide desox iribonuc) eico ‘

DNA complementario at M nINSAI8r0

Dimstoxitritito

Ditiotreitol

kl‘o atilen disaino tetrecetico

Hormans fol fculo estisulante

Acido sams aeino butirico _

Horeona | iberadora de 1a horaona del crecisiento .
Heraona tuteinizante

Horaona ) iberadora de la hormona luteinizante
Acigo N-2-hidroxietilenpiperazin N'~2-etansul fdnico
lmn #-D-Tiosalactopirancsido

Acido ribonucieico

MNA aensajero

ANA sensajero con cadenas de poliadenina en el extreso 3’
WA de transferencia

Dodecit sulfato de sodio

~ Acado tricloroacdtico !

Tetrahidrofurano

Tirotropina u horsona ntﬁulmto det tirotrapo

- S~brosa-4cloro-3indol i § D-galactopirancsido
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APENDICE 11
MEDIOS DE CULYLVO.

Hedjo Luria

Triptona

Extracto de Levadura
Cloruro de Sodio
Volumen total

Bedio HIYCH

Nl Amina

Cloruro de magnesio
Extracto de Levadura
Clorurs de todio -
Volumen total

tedig ¢t

Casaminoecidos
Extracto de Levadura
Cloruro de sodio
Clovuro de potasio
Tris-HCY

Sulfato de magnesio
Volumen total

thdio M

Cloruro de sodio
Sulfato de magnesio
Tris-1C1 pH7.5 -
Galatina

igr
0.5¢r
ter
100m} "™ 7.8

1000m1 7.3

10gr
Ser
dgr

1.209r
1000m ' N 7.4

0.1

0.018
0,054
0.01%

&9
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NH;) has lod (0 the knowledgs of the mechani

his hormone with regard to the comtrol of Lutei ok

tion abowt the Kypothalamic precursor is siill very scarce.
The existence of high molecular weight LHRH im-
munorcactive species (onc of more than 5,000 daltons and
one uﬂnmndhu u;loc_d:‘ weight) \vn first suggested l:.y'

mone and Follicle Stimulating Hormone b

Y

26].
Nevartheless, lttle is known about the biosynthesis and pro-
cessing of the peptide, although many altempls to elucidate
the mechanism of its bioaynthesis have been done. In the
Central Nervous System of the ral a very scarce set of cell
bodies (sround 300) in the preoptic arca and snterior hypo-
thalamus contain LHRH immunoreactivity {3}, Very few
isoiated LHRH immunoreactive cell bodies have been iden-
tifled in other brain areas [31]. LHRH is alwo present in
placents, where it is biosymthesized in xitu [11), and in testis

29].
) o.LlllH“ ynthesis suggested
Tiby h b hesis (24). AMM

halami {20). (uhtrunhonlll usinga umlar
bserved LHRH i apecies of 26,000
and 1,800 daltons, both present in hypo!llahnk and placen-
tal extracts. [n regard to the primary product of transiation, »
peotein of 28,000 dattone has been observed by immunopre-
cipitation of hypothalasnic nRNA cell free translation prod-
ucts (4). In contrast to these results, a human placental
¢DNA clone thas codes for a 10,000 daltons peptide contain-
ing the LHRH sequence in between a leader peptide und a
pair of basic residues followed by 36 amino acids wus iso-
lated and sequenced [28].
In this communication we report the results of our at-
tempis to identify the LHRH precursor (primary prosuct of
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using two differen! antisera for immunoprecipi-
tavlon analysis of cell free translation products as wis previ-
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ously done for somatosiatin [9). We studied the 1ranslation
products of mRNA isofated from rat hypothalamus, human
placenta and control tissues.

MATERIALS

Guanidine-HC apd  Extracti- gcl were ublmncd fmm
Pierce; oligo-dT cellul from C
protein A sepharosc CL4B, trypsin, clostripain, phenyl-
mclhyl sulphonyl flucride (PMSF) and pancreatic bovine
trypsin inhibitor (type 1-P) from Sigma Chemical Co.; syn-
thetic LHRH from Peninsula; L-[¥S}-methionine (1,059

COHEN ET AL.

rylamide (for reticulocyte lysate products) or 0.5 M urea,
15% acrylamide 0.4% bisacrylamide {for wheat germ prod-
ucts) slab gels for 2.5 hr at 30 mA [14]). Gels were prepared
for fluorography [15], dried and exposed with Kodak XRP-§
films and intensifying screens at —70°C for 4 days. Those
RNA preparations that synthesized high molecular weight
proteins and incorporated 4 times more counts into TCA

_ precipitable material than the endogenous RNA in rabbit re-

ticulocyte lysate or 10 times more in wheat germ extracts
were used for immunoprecipitation purposes.

7

ceipitation Experiments

Ci/mmol) and L-["H }-proline { IJO Ci/mmol) from A h

and L-["'C)-profine (250 mCi/mmol) and L-[*H}-leucine (110
Ci/mmol) from New England Nuclear. The two LHRH
antisera used were No, 1076 that recognizes the internal se-
quence ser-tyr-gly-leu-arg and permitted to demonstrate the
presence of high molecular weight LHRH immunoreactive
species in the hypothalamus {20,21] and 743 for which the
amino acids trp-ser-tyr and arg are cssential for binding to
the antiserum and allowed the detection of hldn mokcular
weight forms and LHRH cell bodies in the hypoth

Ten 10 20 g of RNA were translated in either of the two
cell frec systems. Al the end of the translation, the mixture
was immediately diluted 1:1 with 2 X immunoprecipitation
buffer {1 X: 0.05 M sodium phosphate pH 8.0, 0.15 M sodium
chloride, 0.002% sodium uzide, 0.002 M PMSF, 0.5 Triton
X 100, 1 mg/ml of bovine serum albumin) and centrifuged at
8,500 g for 15 min at 4°C in a microcentrifuge. Aliquots of the
supernatant were incubated with the anti-LHRH antisera or
with rabbit serum (NRS) (1:500 or 1:750 final

[12,211; in prelimint we confirmed their ca-

pacity to bind protein A -sepharose.
METHOD

RNA Preparation
Male Wistar rat hypothalami inci plic area.

dilution) in the presence or absence of 10 ug of LHRH. After
24 hours at 4°C, the incubation mixture was passed through a
100 u (wet volume) protein A-sepharose column which was
previously equilibrated with immunoprecipitation buffer.
After 3 washes of one ml with this buffer and 10 more with
phosphate buf(eml saline (PBS) at pH 8.0, the i immunopre-

thep

preoplic area alone or extrahypothalamic brain were dis-
sected and immediately frozen at —70°C until RNA prepara.
tion. Total Emtamocha histolvtica (19) and Trypanasoma
cruzi {2) cell culture extracts were used for RNA extraction
and purificution. Human placenta were obtained at term of
pregnancy, cut in pieces and frozen in liquid nitrogen im-.
mediately. RNA from all these sources was extracted by the
Guanidine-HCI procedure [6) with some modifications { 16}
{0.3-0.4 mg of RNA wer: obtained per gram of tissue). Hy-
ic brain and
placental POIY(AHNAI wen pﬂ:pumd by onc pussage over
oligo-dT cellulose [1] (recovery: 30-60 ug poly(A)-RNA per
gram of tissue).

Coli Free Translation

Each RNA preparation was titrated for translational ac-
tivity in either rabbit reticulocyte lysate or wheat germ ex-
tracts. Aliguots of RNA (0.5-2.5 ug) were translated in a
nuclease treated rabbit reticulocyte lysate as described {23},
Total ructmn mulun (18 ul) contained lysate (5 ul), 40 mM

00 mM p jurm acetate and 10 uCi of
Jabeled aminoacid. The mixture was incubated for 60 min at
30°C nnd |ymh¢sn was lermunnlcd by addition of 5 ug of
d by an additiona) 15 min of
incubation at 3°C {5). When the wheal germ cefl free sysiem
was used, wheat germ obiained from General Mills, Vallcjo,
CA was prepared as described {25]. T ion was per:
formed under substaturating concentration of mMRNA using
25 uCi of [*S]-methionine or {*H]-leucine in § pl for 90 min
al 25°C (22).
In cither system, the mixture was

Vot oo

was eluted in 1 ml of 0.1 M acetic acid II6]
The acidic cluates were coliected, lyophilized, dissolved in
Laemmli buffer {14] und boiled for § min in the presence of
0.1 M dithiothreitol prior to SDS-polyacrylamide slab gel
electrophoretic analysis (see legends of Figs. 2 and 3). After
elecirophoresis, Muorography was performed as indicated
for the analysis of total translation products for the time
indicated in the legends of the figures.

4 precipitation After Electroph
Digestion

In order to increase the possibility that the LHRH
antisera rccolnlud punt of the LHRH sequence ina precur-
SOF, we a second
were separated through SDS-polyncnlamldc slab gel clec-
traphoresis {157 acrylamide, 0.457 bisacrylamide); the prod-
ucts were eluted from the gel matrix by cutting the gel in 0.5
cm long. 3.5 cm wide picces and incubating each one in 0.5
mt of 0.1% sodium bicarbonate and 0.5% SDS at 37°C with
agitation for o total of 48 hours (2 buffer changes) (8). The
ecluates were made SDS-free with Extracti-gel, concentruted
by lyophilization, dissolved in 200 &l of water and incubated
for 2 hours at 37°C with 30 ug of trypsin of § ug of closiripain
{total volume 300 uh). After enzyme inactivation with 0.4 ug
of trypsin inhibitor at 37°C for 30 min, the digesied material
wits incubated at 4°C for 24 hours with No. 1076 or No. 743
antisera or NRS at 1:1000 final difution in the presence or
absence of 10 ug of LHRH (500 u final volume). After this,
20 ul (wet volume) of protein A-sepharose were added and
the mixiure was incubated at room temperature for 2 hours
with continuous gentle shaking. The resin was sedimented

is umd Poptidusic

!)y i 1 ion at 1500 g for 15 min. washed 3 times with

at 15,000 g for 15 min and for analysis of tolal tr
products an aliquot {S-10 ul} of the supernatunt was mixed
with 10 u) Lacmmli buffer [14), boited for S min and sub-
Jected to sodium dodecyl sulfate (SDS) polyacrylamide elec-
trophoresis on 0.5 M urea, 12% acrylamide, 0.3% bisac-

buffer and 4 times with PBS pH 8.0 (10
min for cach washing period). The mmunupreclphalcd
material was then cluted with 2 ml 0.1 M acetic acid and
radiouctivity of the acidic eluates determined by liquid scin-
tilliation counting.
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Fig. 2. F¥ L slab pel anal d cell free products
(19% acrylemide, 0.4% , 0.9 M urea). A: hmwu\ic nly(A}lNA (10 ug) and humen placental
pdylA)-lNA m p.) were mlilud ln rabbit reticulocyte lyllu. uld : rat hypothalamic piy(A)lNA 120 up)
was tramsinted in wieat pemn eatract, The [¥S)-methionine label mtmn were incubsed with No. 107%
ulhmnanmh NRS at 1:750 final ditution, RNA products wih No.

107 antiserom; () iymhh\k RNA products with NRS: () m plnunul INA products with No. 1078

; (4) bumen placenal

. et b b gl

e plic ares or human

placental cell fne products. Only once the No. 1076

antiserum immunoprecipitated a peptide of 11,000 daltons

from [*H)-leucine labeled ofrm p

srea RNA. However, this was only seen afier more than 3

months of Nuorography (data not shown) and the pcmdc
i’ nol © be among rat_ hypothal i “

the cel

homan | mead when supph
fv::w ly)llem with [¥'S}- melhloninc or I"Cl-proline -(data not
thown,
No band was observed when we performed the immuno-
mc itation of rat hypothalamic translation products with
.g‘! anti-LHRH astiserum in spite of 2 to 3 months of
fluorograghy (data not shown). With both No, 1076 or Ne.
743 antisera we never detected a 28, (ll)d:llons pcpmh (dn!n

antiserum RNA products with NRS; B: (1) hypothalamic RNA
antiserum; (2) hypothalamic products with NRS. Molecular Weight

products with No. 107
Standards as in Fig. 1. Exposure lime: 3 weehs.

in the Melhod ucnon By a lrwhlc uulym of the im-
d various peaky in
each case; ‘they were not dnphced by excess LHRH, and
were present even when incubating with NRS (data not
shown). These peaks corresponded 1o fragments that con-
tained the highest amount of radioactivity and were the refore
due to non-specific precipitation in spite uf the eatensive
washes of the protein A-sepharose prior to elution of the
bound material.

DISCUSSION

We have previously reported (3} that the No. 1076 anti-
LHRH antiserum immunoprecipitales @ protein of S0.000
dnilon! among the cell free translation products of rat hypo-

not shown) as was previously
[‘H] -leucine labeled products with mber “anti-LHRH
antiserum {4).

On the other hand. becwu of these ne.nlive results, we
intended modier f we d the rat hypotha-
lamic or human pl | i labeled with
{'H]-proline or l"Cl -proline or ['H] leucule) by SDS-
polyacrylamide slab gel clectrophoresis, cut the gel in
ptecen. el:'l;d and duencd the prolcml pmem in each

as

mRNA This protein was also recognized among
human pk d but its molecular weight differed
from the reported one (10,000 daltons) from the human
plucenlu <DNA bank {28); we would have expected the
to ite, at least in the pli ! mRNA trans-
Iation products. lbe 10,000 dultons praluu us well, The re-
sults of the exp p in this
confirm the fact that this antiserum recognizes u protein of
50,000 daltons: however, while the band seen did not scem to
be an antifact of the cell free system, it did not follow ail the
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cell free dati

ide, 0.5 M ures). Rat

products { §
Rypothalemic poly(A)-RNA, nmnypunhnt !nh poly(A)-lNA ad £ :cn-.

fofvtiva ANA were

[*S]-methionine. Thuqululmdl 5x|0' coumls per mhun of the cell-free prod-

wls were

ipitated with each serum st (1500 fimal dilution. (1) lyplh-

ImuROprec:
hﬂc RNA producis incubated with No. 107 astiserum: (2) hypothelamic RNA

with No. (076

wnd [0 g of LHRH; (3) extrahyporhe-

lamic brain RNA products incubsied with No, 1076 sntiserum: (4) extrahy pothalamic
brain RNA products incubsied with NRS: (3)E., hisrolytica RNA products incubsted

wilh No, (076 satiserum; (8) E. hhlnllhra RNA
M 1. Exposwre time: $ weeks,

olecular Weight Standards a3 in Fig.

criteria thal would suggest thal its sequence Is related to
LHRH. In fact, this protein was present st higher levels in
the hypothalamus than in the preoptic area (where most of
the rat LHRH cell bodies are concenirated) and the band
was not displaced by LHRH, Morcover, this signal could
also be seen when immunoprecipitating the extrahypotha-
famic brain products with No. 1076 antiserum. These data,
togsther with thc fact that it is dw ob;e‘rvch whcn mmlum
Illntll that lhe No. 1076 antiserum binds non-specifically 1o
some proteins as shown by the constantly higher background
observed on the fluorographs, as well as on total TCA pre-

ipitable counts. This anti binds either a 30,000 daltons
non-characierized protein  with wme nlﬁmly for this

producis incubsted with NRS,

resulls also obtained with the No. 74) antiserum (that has
been used to recognize LHRH perikarya), the dats suggest
that the level of LHRH mRNA is less than 0.015 of the
hypothalamic mRNA (the minimum level of detection of our
assay). The data oblained with the digestion with trypsin or
clostripain make unlikely (he possibility that the negative
results are simply due {0 the fact that the LHRH sequence
within the p wouki be ] 1 the
antibodies used in this study. These dats which suggest a
very low level of LHRH mRNA aze consistent with similas
reports from other groups [10], with the very low number of
LHRH cell bodies in the Central Nervous System (30), with
in vivo data suggesting & very low level of LHRH biosyn-
lhemund llll and mlh iminary data from our

antibody, of a protein that is abund pla-
cental and E. histolvtica tissues (;Itl\oud\ this later explana-
lion seems less likely because we did not observe a major
protein in this molecular weight range in the total translation
products of wheat germ and the one observed in reticulocyte
lysate to 53,000 daltons). Given the negative

to detect hypo-
thalamic LHRH mRNA. The mulu reported in this com-
munication suggest that the 28,000 daltons precursor peplide
reported (4] may represent an astifact, in spite of the controls
used. The methodology they reported does nuol scem
adequate enough to detect 3 message present al such a low
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level, An carlicr report suuesung lhc cnslence of a Zﬂ 000
daltons LHRH p in hyp and g | ex-
tracts [7) should also be considered with extreme caution
because of the expected very low level of the precursor in
these tissues.

The only strong candidate for a LHRH precursor in the
hypothalamus is the peptide which scquence was derived
from the human placenta cDNA clone [28]. We were able to
see once a band that could represent a 11,000 daltons pep-
:_i:lem:mhowcvcr. the identity of this band could not be con-
i B

COHEN E£T AL,

In conclusion, we demonstrated that the LHRH mRNA is
present in very low amounts in the tissues studied and that
the methodology we used is not performant enough to
analyze such mRNA. It is then necessary lo use mclhods
which amplify the of hyp cDNA
banks may be the most apptopnalc sirategy.
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