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GfNERALl0Aflt$ SOBfi( LOS NEUl<OPEPTIOOS 

El Cl)ncepto clásico dt la ne1Jn:in.¡ ne•Jro5ecretor• 11) d~icrib.,z .¡ 
esta como la neuron.¡ l'ipeci.alizada en 14 prodw:clón di:? tnqdiador~'i 
q11!11ko1 de ·c.11·.td.r poptldko, qu• 'º" 50eretado1 h•oi.t el •i•hm• 
heml on rHpu•sh a r.ledo utlau\o. para d• esh tn•nera tron•inltir 
uno 1en .. 1 distinto a la transmi•ión 1lnjpl\oa com~n. Sin emL•rgo, en I• 
actualld•d u claro qu• la 11eurona P•Plldórgica tanmUn va a liber&r 
su1 produo\01 h•eia •I ••P•oio •in!pl\co, •n d•>nd• l.t luncion del 
neuroP•pttdo v• a ser dlstlnh en ci•rh m•nera a h lunel6n que oJeree 
COMO neurohormon• C2). Et .ul q1,¡1, ciert.t1 nt•Jron.¡1 d11l 1htem.1 
no•1rvlo•o central son c•paee• do •intetizar pfplido1 que ..i sor 
llbnadot do la tormlnd norviou oJorcen una funei6n upeclfic.t, ya 
Ha co• o neurohormon.u, cOM neurOMOduladore1 o co"° nturotranit1titore1 
de I• función cerobral. Esto• neuropfptid•>i •• 1intel\an en el 1oma o 
cuerp6 n1uron1.l tener .. l•ente en for11.i di.? un1. 11olifc•J\.\ p1·ecu.·1ot·4 de 
alto poo to0ltcul•r, ion al1uc•n•do1 dentro de vutculn •n donde .e 
lleva a Nbo el proctu11iento, r '" lr•n•porl•n h•cia la tomind 
norvlo.a, dt dondt van a Hr liberado• b.¡Jo un ut1111u\o ddo, 

El hipotalallO, en el ti1h11• nervlo10 contra! , u •I 6rg~no 
rnponHblt de trauduclr In ••nal11 quf11len r n•urol6glc"' que 
convergtn a él on .en.olu nouroond6crinat. La for111 tn q111 .e ll•v•n • 
cabo 11ta1 acciono 11 a tra•h de la produccl6n do helor•• o 
neurotlor110na1 que van a ur llberadot al 1hlt1M porta hipoUlao 
adenotllpoflllarlo, par• que al .alc~nzar 1u1 r1ceptore1 opeclllcot en 
111 cflul11 blanco lnduzc•n o inhlb.on la liberación de 111 horoonat 
•d•nohipoflllarla1 corr11pondl•nt11. Entre 11\01 pfptldo1 hipotaU111lco1 
de liberación H •ncuentran la honoona llberadon de la tirolroplna o 
TAH (3), la horMona tibor.dora de la horto0n• luteinhanlt o LHRH (4J, 
ol f..,tor Inhibitorio de la llbtr•ci6n de la horMOna dtl er•ch1lento o 
SONlollatlna (5), la horto0na liberador.a de la hor110n• dt I cree l111ltnlo 
o GHRH (6) r lll hor111ona liberadora dt la Corlieotrorina o tRí (71. Se 
ha d11crlto, q111 adeút do ejercer 1u función COMO n1urohor111onu, uto1 
nturopfptldo1 puoden •clu•r COllO neuromodul•doru en otru 4reu del 
cerebro (8,9, 10), Otro• neurQPfptido1 hlpo\.¡U•ir.01 Y• caractorlt•dot r 
cura función ú1 conocld" dentro dtl 1l1leH nervio10 central u I• d• 
ao.lu•r coao neur0110duladorH o n1urotran111horH, ion la SUb1tand• P 
ill), 1 ... encefallnas ll2l r I• dlnorf ina <13> ontre olr•1. 

llOSl~TESIS Df NEl.lROf'EPTIOOS 

El conocl111lonll' d• lo• Ho.anl1110• que ro1ul•n la producciOn r 
llb•r•cl6n de neuropfptidot u d1 1u1H importand• en ti 1ntendl11i1nto 
do los procH01 fhiológieot on 101 c114\es 1• neurou peptidtr1ka 
participa. 0.ntro d"1 t1ehbo\11110 de I• ne•1rona peptidfr9ic'1, I• 
blo1tntuh de nouri;¡ptpt idot 11 uno dt 101 procuo1 q111 pudiera Hhr 
1uJelo a ••c .. nll•ot finos de r11ulacl6n. La ruulación a nivel dt la 
blollnle•h pu•dt ol•r dada cOlllO 11na rHp•1e1l• a l.t do111nd• foJncional 

; del 1ub•itlHla neurona\, d•do por la utl•ulaoión celul•r. 



Los prim.ro• estudios 10Lre la biodntesi• de neuropéptidos 
1u11erhn la posibilld•d de que P•ra péplid•>t pequ.;~01 como el fRH (3 
a10inoacido1> (14) y el LHRH ! 10 •Mino&cidot) C.15), la •lnle•i• st 
llevara a cabo a travél de un 11tcanh1110 dt slntHh no ribo1omd. Esto• 
utudlo1 postulaban 11 uhltncla de tnzlmu rt1ponHblt1 dt \1 
slntosi1 COll<:> 111 TRH 1lntetua y la LHRH •lnletua. Sin 1111b•r110, 
Htudlo• posterioru deMstraron I& invalidez de uto1 po1tulado¡ y 
1u11lrieron la existencia de Hcan1hrno1 dt 1lnlt1h rlbo101Ul & partir 
dt precunoru dt dto puo lllOltcuhr, cOlllO habl.t sido ducrlto p.tn h 
ln1ullna (16). 

Lo• utudlos red Izado• durante la óltiou década d .. uutran que la 
blotfnt•h de neurepfpt ldo1 lnvol•Jcra la dntuh dt un precunor 
pollpeptldlco dt alto puo lllOltc•Jlar, dtl cual el p6ptldo activo, H 
ttntra Mdlln te el procu .. lento adecuado dtl precur1or dentro dtl 
axón U7>. La blo1lntul1 uta dad&, prl•eramente por la tran1crlpclón 
dtl• l•ne HPtclf leo, Htuldn por el proc•ta•ltnto poll-tran.crlpclonal 
del llMA ttntrado lpolladtnllaclón, uclción de lntronu> dentro del 
nóclto, Una vez en ti clteplHH, ti llRtlA u traducido en 101 
rlbo1a.u, 1entra11do1• a•I ti p'ptldo Precursor, que .. dlantt el 
proct1Hitnto y •odiflcaclonu po1t-traduccionalu n1c11arla1, da luur 
al "'tldo activo, lodo• 11\01 procuo1 podrlan utar 1uJ1to1 a 
•canl11101 dt r11ulacl6n, lo que flnal•nte H traducirla en un cublo 
en la tau neta de blo1tntuh del nturop6ptldo, 

Evldtncla1 ! Nlvtl ~ Blo1tntuh. 

Hasta ti -nto, .. ht•n poca• evlden~ia• de l.\ tKhtencla de MI 
dt un ten• 'IUe codl fl- para un •h110 neuropfptldo , Se ha ob11rvado 
unlc-nte la uhtencla de do1 po1lblt1 precunorH para la Leu· 
enctfallna 11ue provienen dt ttnH dl1tlnto1. E1to1 ,,ecunorn ion la 
Proencefallna A 1181 y la Proencefallna 1 o Prodlnorflna, en curo 
Htrtll'> carboKi-t•r•lnal H encuentra codificada la Hcuencla de Hta 
nturop6ptldo <l9), La ll•llltud entre 11101 do• precunorn •utltre que 
..,o, 1en11 H OI' ltlnaron a partir de un 1ene anc11tral ce.in, Mdlante 
una dupllcacl6n ttn•tlca. 

En cierto• ca101 H ha ob11rvado la ul1tencla de M• dt un RNA 
•nsajero que codlfl- para la 1tnt11h de MI de un neuroHptldo, En 
el CHO dt la blollnt11h dt la Sub1hncla P, 11 ha obttrvado la 
tKhtencla de do1 •tnHJtroo q•Je dartan lutar a do1 t1po1 de 
precunor11 i20l, E1to1 Prtc•Jnore1, llaudo1 ¡11-preprota~lklnlna r • 
-..r1prota11ulklnlna contienen la Hcuencla de la Sub1tancla P, 1ln 
111bar10, el prl•ro contiene una 1tc1Jencla adicional dt 18 ulno6cldo1 
11ue corr11ponde a la 1ec11encla de la Sub1tancla K !o •-neuroklnlnal. 
E•cepto por e1ta 1ecuencla, 101 prec•Jnor11 ton lcNntlco1 en cuanto a 
11cuencla nucl•oltdlca, Al parecer el IMC&nhllO ruponuble dt la 
producción de do1 MnHJtro• dllllnto1 u un Meanl .. o dlferencl•I dt 
Hclcl6n dt lntronH en 101 do1 tipo• nturona\o que 101 1lnttllzan, 

Lo~ ntur0f>fptldo1, cot10 pfplldos dt ur.rul6n, ion 1lntet11ado1 
COllO parte dt precunoru de •aYor taM~o en el rttlculo endopl41•lco 
ru1010, en donde la •peptldua 1.aa1• cu•I• con ti PrlMr 'ª'º en el 
'procnHltnto !21), E1ta en1lH H la tncar1ada de cortar la stcuencla 
••ni\ del producto dt traducción inicial (prt-pro·foru> de 101 
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pfptidos de 11crulón, HI COllo di lH proldna1 d1 a1dlrana (22), El 
procuuienlo del pr1-pfplldo parec1 ocurrir COllO un evento 
ooluduceional, •l tillPO en que l• ceden& naclen\1 d1l pollpfplido 
1nlr• • I• chl1rna del rellculo 1ndopl61alco ru9010. El corle 
proleollllco t•n1r&l•nte ocurre en 11 tillo c•rbo•l-l1r•in•l del 
dlll•o reliduo d1 la c•d•n• hldrofdblc•, d1 ttnor•l•nl• lS a 30 
resld1101 d1 Mlno6eldo1, l• endoPtPlid•H que c•l•llz.a nl• reaecleln 
P•nee 11r una Mlaloenzl•• alcro1011&l, 

hl.ft..~ t ~ 9. PromDltnlo. 

El l'rtcursor del neuroHl'lldo lo l'ro-forul conllnu& 1l1ndo, 
procttldo pare dar lut&r al l'fptldo .et lvo. Lo• MclftlHot lnvolucr&do1 
111 tl control del "'ocH•l•nto Hl'lclf leo del neurOPfl'tldo 11ta11 
ll•lldo elucld..iot 111 l• ..,tuelldu. 8111 ••••to• el l'robltH P•r•ce 11r 
c-l•lo •• - 11 h• ob11rvuo 11ue el 1'rocn•l111to l'roteolltlco l'Ulde 

• ttr teJido Hl'ttlflco, • P•Hr de tdstlr clert•• c•r•t•rhtlcas 
c-111• e11tr1 101 tll'OI clt proc11nl111to 111 diltl11lot t1jldo1. E11 el 
c•so dt 1'recur1orn - 11 1'roc1H11 de HMr• 1U1tlnta 111 llhtlntos 
t1J lllo1, el 11 tlo ' trldo di tllcosilecl4111 del "'~"tldo parece ser 
una de las 11llal11 - l'lr•lten r•c-•r o dlltllltUlr los 11\lot 
•-clflcos llt corte. E1t1 H el c110 aa.Mrvado ,..,. "''curlOl'H c-
11 di le Pro--C11tl-l-ort111e cu•o 1'rOCHMl111to 11t11tro 111 l• 
hl"6f1111 enterlor H dl1llnto al - 11 da en el ldllulo lnterMdlo clt 
I• hl(ll6flll1 <231. Por otre l'•rt1, mdlflcecl-• 1111 tll'O 111 la 
eettllecl6'1 111 cltr\OI r11lduo1 dentro di l• ceden. poll-U•lca 
par1c111 Influir en la actlvld..S ltlol6tlc• 1111 ,..tldo UM VH 
procHldo, e- ocurre l'•ra el CHO di l• _...' la f111dorfl11a (24), 
Mbo1 lll'OI dt eventos en el proc•••lento de precur1wH perecen 
lnlclarM 111 el apareto di Ooltl, C011tlnuando11 con l• lllduracl611 del 
NPlldo dentro di l•• ve1lcula1 di 11crHl6'1 durante •I lra111porte 
a•on•l. 

Dentro 111 los 1'rtcur1wn, I• 1ecuencla blol6tlc-nt• eellv• •• 
•-11tra u1ualMnt1 forHlldo una Htllutll• l'trt• del "'ecunor total. 111 
altunos catos -• ••t•r pr11ent• 11&1 de un producto blolO.lc-11\e 
activo dentro de un al1110 POlipdptldo, e- 1uc1de l'•r• 101 "'ecunorH 
di .-CTH <231, la1 e11e1fall11e1 <181, 1• v11opr11lna casi ' o•ttocl11a 
(261 ' I•• ttt11ulklnln11 1ao1. En otro1 ca101 11 ha aai11rvado la 
nhtencla di 11&1 de una copla del •llllO pdplldo ltlolotlc-11te activo 
dt11tro de ''" allllO l'rlCunor, e- ocurre ""ª la1 encefalln.1 ' el 
"1111 1271. Adallao, ha •Ido l'Ollble ldentlfle•r pdptldo1 no •ntn 
conocidos - po111n actividad blo16tlc• ' - 11 1ncuenlre11 
codlf lcado1 dentro del allllO preeunor tllut de lutar a neurepfptlclo1 de 
fo.1nclllll e-Ida <20, 211. 

La foraael611 111 productos l'•Plldlco1 corr1cto1 r•t111.1ltre d• 
1l1t1au de r"uleclllll 1flr.i1nt11 a 11lvtl di procHMlento del 
precunor. C1ract1rllt1e ... nt1, lo' 1lllo1 de rypture de las pro­
horaon11 Ht•n urc•do1 por l'•rH d• rnld1101 di •lno6cldo1 lllj1lco1 
(L" o Arl) '" mot Htr111101 • l•• HCUlllCl&I blol6tlca .. nt1 tcllvH. 
111 •lelo prapu11to que 101 p1r11 de rt1lduo1 b•1lco1 rll'rtHntan Hltlln 
pare el proce1aalento 1'rot1oltllco de IH pro-horao1111 p1r1 liberar le 
horaon• u horaonu codlflcad11. o.do el procna•lt•lo diferencial de 
101 l'ro-pfptldos, d1b1 ••<l•llr una f1111llle dt enzlau conver\ldora1 
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!prote.uul do alt.a ospocifiddad. Vari.u envidtndu oxporimonhl .. 
indican quo 1• proteóluil post-trad11ccl6n do lo• pro-pfptldo1 <»urre 
dentro de la vulc•;h de 11r.rul6n, en donde parectn ni.ar locdlndu 
las en•I .. , d• procHuelnto, Clortu enzl•u !de er.tlvidad parecida a 
1• trlPtlnal, h•n 1ldo caracteriradu parad procet.a10lonto d• cierto• 
pr1r.ur1or11 ne11ropeptldico1. la enzl .. 1ncar9ada dtl procH111iento dt 
1.a Pro-OPIOMlanocortlM en el lóbulo lnttr•edio di l• hlp6f uh 
di rat611, 11 una tlol~rohaH que •dua 1 pH ói>tl.o de S. I a S.6, lo 
cual corr11ponde al pH lntravnkular !291. 11 Pifiar de que 11 
llberacl611 dtl neuropfptldo dtl precursor 1•ntrllunh Involucra 11 
hldr61hh en par11 de rulduo1 ln-llrg, existen eJ .. plo1 en llU• la 
prote61hh oco;rre en litios otn dot1dt unl•,Utnl• 1e otnouentra un 
rHlduo de uln.,.cldo btslco, COllO ocurre p11·a 1• llbtrar.16n de la 
dlllOl'lina de la prodlnorllna !19), y del 11lcQPfptldo carboMI totr•IHI 
dll pl"lcunor di la VHllPrlllna 42'), llltunos neur011fptldo1 pueden 
c011tener un par Interno de reliduo1 blllcos cOllO por eJHPIO ocurre 
Plr• el M::TH, ti CRF y 11 s-tocrlnlna o Otlll. la 11tructura 
cot1forMCI0111I del precursor PUtdt contrlb•Jir al• especlficld1d de 
111*611111 por HtH enzlMI de proce11•lotnto. El corte dot un protcunor 
Mur-ptldlco en 101 1ltlo1 de recot1ocl•ltnto Ln·Ar1 y Ar1-llr1 d• 
luw1r a un ,.,tldo en cuyo extre.o carboKI ter•ln1l contiene un rHlduo 
bhlco r11tante. la hldrdll•ll de este r11lduo rt~ulere de 11 ar.r.1611 di 
una enzlM proeesldor1, 11Ue 111 1ldo dt1crlta ce.o uH tnzlM del tipo 
de 11 CarboM111e11tld111 l. En 11 actu41id.cl, 111 1tdi> posible 
c.aractertzv I• enzlM enc1r1• de llldrollHr r11lduo1 11a11co1 en el 
edr- c1rllodlo de 11 1ncef1lln1. E1t1 •encef.alln-cot1verta11• 111 tldo 
c•racterl1.W1 cOM una •taloprotu11, f1re11ntot en vrtnulos de 
1ecrecl611, eur• actlvld• parece 11r no 1111ttlflc1, actuando 1olire una 
v1r1-.. de 1u1trat1>1 neuroP111Udlcot !301, 

U111 eran v1rldad de neur0Pftttldo1 bloloelc-nte activo• Htan 
"ot11ldo1 en 1u •~tremo c.arbodlo por un 1r- pido. Entre Hlo• ""ti'°' H eneutntr111 otl LlllH, el ""· 1• -- ' 11 Mtl1ncla "· El 
rHlduo don.sor tltl tr- •lno durante la reacclClll de •ldacldll H la 
1llclna IOhl c..-llod totr•ln.al • la secuencia del M,..Clflfptldo, E11 
todas lot c"'º' 111 - •• h• dlter•lnado 11 secuencia d.al precursor, 11 
1ecue11ci1 tlel pfptldo activo v1 111uld1 IMedl•l-nte de un rHlduo 
OIJ y uno o dot residuo• de •lllOfcldo1 bt1lco1. Para el c110 del Titl, 
11 h• c1r1elerlz4do una actlvld.ad en1l .. tica flresent• en vr11Nlo1 de 
secrecl611 - "' Clflll d.a convertir ti plroOhi-llh-flro-Oly e• TllH, 
llen4o .. ,or 111 actividad cutndo el 1u1tr1to utllh.ado H el Gllrifh­
l'ro~lr1.n-Art <311. E1ta 11111• 111rotcot rt'IUtrlr ccllre y toldo 
llCdrltlco c- cofactorH 1n1l .. tlc:o1 !321, 

Al1uno1 pfplltlot llllotlc-nte ar.tlvos, adt .. 1 e•t•n protttldo• en 
111 edre.o •lno t•r•ln1l, c- ocurre ''" el TRH. el lHllH r 11 
Neurolentlna. la flrotec:cl6n del •Mire.o ulno ttr•ln•l lnvoli.icra la 
clr.llztel611 tlel r11ltluo Olul•ln• IOlnl, fiara dar lutn al 1rwo 
plrotlutullo. L• ruccldll de clcllHcldn puede ocurrir 
•lflont•ne-nte y no H ha t111crllo una 1dlvld4d enzl .. tlc1 
Involucrada en ole procoo, Otro tipo d.a 11ocliflcaclonet post­
tr.aduccldn descrll11 1on, l1 •~tl11cldn, fo1forl11eldll y 1• tlrosll-~ 
1111 fonact6ft, 
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REflULACION DE LA BIOSINTESIS DE llE\JROf'El'TIDOS 

Huta •I 11011Wnto, .. htotn pocu evid.nciu 1obrot cualn ion 101 
Mcani'i•o'i respon14bl11 d~ l" neuhci6f>n dt la blotlntHh de 
neur.,,•pt1do1 • nivel de 1t·an1cripd6n r traducción, E1to •• d•b• • 
que, ll blotn r• H conoce le Hcutncla de veriol de 101 RNA ••nHJoro1 
11ue codif lean para 11101 pfplido1, 101 niveles en que ion 1lnlelludo1 
en el tl'iteaa nervlo10 central no ion lo 1uf lclenleatnle altos COlll'l 
pare rHllHr cierto\ Htudlo1 de la re911lacl6n de l• blo1lntu11, 

Cierto• utudlot -•tren que Hllmulot dtpolarlzantu collO l" 
Hllaulac1611 por Iones K+ o la apertura d• canalu de Na+, lnhlbotn la 
tran'icripcl611 del llRtlA dot la proencefallna en cultivos de tMPlante de 
Mdula edren.ti 13.3), uto H obHrva por una dlt•lnuclon en 101 nhelH 

·del lfdlo\ HpecHlco, lo 11ue correlacione con la dl••lnucl6n en el 
conhnldo de Leu•encotfallna poll•rlor al ctabio en 101 nlvtlH de 
MnHJero, Por otro ledo se ha ob11rvado que en neuronat dtl ntrlado 
de la reta, •n donde coeMhten ti neurotren1•hor GAIA y el 
neuroPfl'lldo 1111-encefallna, ocurre un -nto en len nlvelu de llltNA y 
en el c011tenldo dtl precurtor dt la• enc:efallna1 en ru11u11la a 1&11 
-nlo cr6nleo 11 len nlvelet de GMA (341. E1te cllllllo ocurre 
po1lerlor al decreatnlo dr61tlco de 101 nivel•• de 1111-encefallna, El 
-nlo en la lran1cri11cl611 ' en la traducct611 del MntaJero Hta dado 
coeo una HIPIMltla a la Myor dftlnda dtl neurOPfptldo, 

Estudio• 1161 f lno1 •obre 11 n111lecl611 de la blol111l11h de 
ve1opr111na (35), •-•tren un -nlo en 101 nlveltt del lllRNA 
HPIClf leo en clerla1 neurona• dtl hlPOl61eao, coao re.,....1ta a un 
ullaulo 01.0llco cr6nlco. E•t• ao.1Mnlo H obHrv6 unlc-nte en el 
núcleo peravenlrlcular r en el núcleo 1oJ11ra6Pllco, neurona• cura. 
prolontacl-• lle .. n a 11 llip6fhh po1terior, El -nlo en 101 
niv•lH dt MllHJero de vatopretlna no fue ob1ervado en IH neurona• 
del 116eleo -r&11i•••llco, neuronas ...- proyectan hacia otra1 retlonu 
edrlhlPOtalylca1 en el cerebro ' Mdula HPlnal. Etlo d•-1lra 11ue 
bajo 1&11 •hao H\l.Ulo va a edtllr une FHPUHll ditllntl en cuento a 
retulaci6n de 11 bio1lnt1111 dt 1111 •IMO MurOPfptldo, - v• a 
tlepender del tipo celular de 'llMI 1e trate. 

La hormona liberadora de la TlrotroPlneo Tlltl, de Htrur.ture 
plroGlu-ffh-Pro-1112· fue caracterizada en bat• a tu foncl6n coeo hor1t1ona 
re9ulador• de la hber1el6n de TSH o TlrotrOl'lna, pero adell61 de la 
funcl611 neuroendócrlna que •Jerc• 1obre la adendll116fhl1, H ha 
1101\ulado que puede act•Jar coao neurOllOCNlador dtl 1hteM nervio•o 
central. El TRtl liberad., de l•• leralnaltt nervloH'i de l• Hlnencla 
Mdl• 1111• 11 1hl•M porta hl11ot'1uo •denohlpofhlario, para lleear 
al llrotropo, donde proaoeve la llberad6n de TSH .. diente la 11nl6n 1 
111 receptor HPeclf leo ' activación dtl 1hteM dtl fo1fatldil ino1ilol 
<361 (figura ti. St ha ollHrvado que el TRH uli•Jll lallllh la 
llberecl611 dt Prolactlne. .ul COlllO l• tr1n1eripel6n de 1u MnuJero en 
•l laetotroPO <:371, All11ilino " ha obtervado que tl TRH llene electo 
•otire h liberación de l• Hormona dtl Cred11lento en e•lul.. lu•oralu 



in vi tro t.38). 

En el hipotalain•:., el TRtl se en.:uentra prindpalm•?11te en l11 
•minend~ m~di.;ti L3-5ug/I\~ de lej idl)), e11 el n11cleo par-i111entrkul4r, 
nCicleo supraqul .. ••ltico, núcleo dor<om•dial, regi6n periforni<al 
hlpotalamo buohtor .. 1. Fuera del hipo\al.11110 •• h" deso:rito la 
presencia dt lRH en la no11rohipofisi• form•ndo ''" •i•hm1 
tuh~ruloinfundibular i¡ep.Jr~do. En 111a.mifet·o1 se h1 1:,b'ierv.ado q1Jt f1Jer.a 
del hipot6la1Ao ti TRH uta pruerile en varias rtgion•• d<I •istem• 
nervioso central inoluyondo la 114d•Jh upinal. S. ha descrito la 
pruoncil dt .. terlal ln•unoreactlvo • lRH en hilo corebral, P•Jentt, 
••d•Jla ot.loneada y aesencofalo, n~cleo aco:ulllben1, lóbulo olfatorio, 
.. lgdala, hlpoea11po y gl6nd•Jla pinHI. Lot r.uorpot noumn<tlu que 
con\lonen Hhrlal TRH-in11t11noreactivo u han de•crito en el ndcleo 

, paraventricuhr, en ti núcleo dortoaedial, lru porlfornkal y lrea 
pre6,tica en ti hipot&lallO, y en Mdul1 oblongda y cfl•Jllt 
tuPraespinalt1 (3$), 

Otro• ttlldot perlferlco1 en dond• ha 1ldo dt1crlt1 la pruencl1 
de TAH ion v1rl11 rttlonn dtl tracto tatlroinlullnal, en pr6tlala y 
en 1 .. uculo, en •Hiiero" Aun no 11 conoe• cual H la funci6n del lAH 
en t1lo1 tejldo1, pero 11 cree que H l• ,1acent1 podr'la retul1r la 
libtracl6n de Lectóttno Placentario o dt Oonadotroplnt Corl6nlca (38), 

S. h'l dncrlto la prn1n<11 dt TRH tn npeciu Inferiores coao tn la 
raM (~). 

Se ha. dH01\rado 11ue 11 TRH Produce o\ro1 1f1cto1 f 11lol6tlco1 
dlftr1ntot1 1 101 ob11rvado1 .n ti tJt tnd6crlno, co1110 por •Jt11Plo, 
exclt.cl6n o lnhiblc16n dt la •ctlvldad noural, a••Mnlo en ti rtr.•lllblo 
dt norldrendina en 11 cerebro, poltnclaol6n d•I tftr.lo excltatorlo dt 
la .ctt ll11eollna 1obrt lH nturonu corllc•lt1 (39), ef1cto1 1obrt la 
conducta aotora, 11d y h.ubrt, 1nta1oniHO dt 101 eftcto1 dtl 1t1nol, 
101 barblturlco1 y otro1 ,..,.n111 dtPrHivo1 Ull. Todo ulo ha 
per•ltldo 1u1erir al TRH coao po1lblt neurOllOdul'ldor. 

Se h1 obttrvado que ti TRH ti llbtr .. do baJo concentraclonH 
depol•rlzantn d• K• en foru dependiente do Ca++ (41>, Yarl•)I Hludio1 
11 han enfocado a definir cualH ion 101 neurolun .. iloru r .. p,,nubl11 
de la libereci6n de TRtl a nivel hlpotaU•icor 1ln 1aitiar10, tn 11Ucho1 d• 
101 caso1 los r11111t1dos han 1ldo c1>ntudictorio1 (42i. Lal linlr.11 
clrcun1t1ncl'l1 f illo1691cu en que 11 ha dt1crlto ''" 1UMnto tn la 
liberación dtl pfptldo ion l• 1ur.clón en l• rat• lr.lanh (431 y 11 
HPollclón al frlo (381, 

En l• 1r.toJ"' ld'ld H hin ducr ito varlu tnzl•as c•PaCH dt 
detr~d•r al TRH y 1u1 aetabol Ho" l.u cual•• se han dtltraln•do en 
hoaoetnados dt cerebro <441 t hipófilh (45>. Ha.ta et -nto 10!0 h 
plro¡lula•~lo 111h1QP1ptidu .. aolllir•nal tf'OAml pudier• ter 11 tnziai 
dlrer.lan1tnlt rttpons>bh dtl cahbolhllO extractluhr de nlt 
fttUrOP4Plido 146 i. 

En 1984 fue posibh l'l ctoMcl6n d•I DNf\ cOMPleaent1rlo a 14 
porcl&n S' ltr•lnal del lllRNA que codifica P•rt TRH en la Pltl dt 
Jenopus laevh, Dentro de Hl• porción del aensaJero 1e encuentra la 
1ecu1ncla que codlflc• p•r• r.••.tro coplu del TRH fl•nqu1.1du por paro 
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dt r .. id•101 de ••ino4cldo1 bá~ico" y p6ptido1 inltrMdio• dt 
ucuenclu •i•ilaru entre 11101 (47l. La secuencia n•;eleolldict del 
cDHll ,.,.i.n que 1volutlvaMnt1 ocurrió una dupllo•ción del 9•n• que 
codif ic• P•r• ti lRH. No fue lino hutt principio• dt 19$6 que R. 
Ooodman publicó h 1ecu111clt del clltlA que codifica para TRH en el 
hlpol4luo d• 11 rat1 1271. E.te MnHltro de 1,700 b.¡us codiflc• para 
la 1intuh d• un p6ptldo Pr•cunor d• 2~.~ dtllonu que contiene 5 
copl11 de la 11cuencl• 11ue daria lu11r 1 5 110lfculu dtl TRH unt vlZ 
proculdo el precursor. O. la H•uencla de 11te •tn11Jero H ob1erva 
que txhte cierta dlvertencla nucleotldlc• entre IH S secu1nci11 que 

, dan lutar a la1 S cGPI•• del TRH, preuntandoH una NYOr conHrvacl6n 
entre la prl•n y quinta copl11. E•hh una 9ran dlvertencla entre 101 
p6ptido1 lnler•e~i1>1 c1>dlflcM01 dentro dol precursor hlpotalúilco, lo 
11u1 no ocurre p1r1 el precurtor de TRH de pltl de X, laevh tfltura 21, 
11 1u v11, H ob11rva la tran dlver1enci1 nucleotldlca entre 101 

• •n11Jero1 en ell11 dol t1'9cl11, 

OEHERM. lllllllES somE EL LHRH 

La 1Mhtencl1 dt l• •-• lllltrldora de le hor-• luteinllenle 
<LHNI> fue PG1lul..i. el Clb11rver le ul1tencle dt cterte eclivldad en 
Htrecto1 de hlpol&l..o cep11 dt Hlimular la lllierecl6n de l• hor-• 
lutelnllanle o LM t48i. Po1terlorMnt1 fue po1l1tl1 ahlar 11t• hor-• 
di lllPOl&l- parclno con lo ~UI " dt1101tr6 1u Hlruclur• pepUdlc• 
con1lltuld1 por 10 r11lduo1 de •lnotcldo• bl~ue-. en Hbo• 
1xtre11011 p iroOlu~l 1· Trp·Str· Tyr--Ol y-Leu·llrt-Pro-Ol y-1142 

· El LHNI H el neurOPfplldo encartado de ejercer el control 
neuroeMclcrlno del 1hteM llipot&luo-hlpofhl•rlo-,toned•l. l•l• 
nturapfptldo " liberado dt 1• .. intncl• Mdle, dt df>ndt p111' .el 
1ht11M 11ort1 hl11ot&l- edtnahl11ofl1lerlo para 1lcen11r 11 
eonedotrapo, El UflH H cepu dt ettl.ular l• ll1Mr..:16n dt LM y dt la 
Mor-• Follculo E1tlmulant1, Mdlanle la unl6n • r1c1ptor11 
11peclllco1 en el tonadotropo, y Mdltnlt la ulll11ecl6n di Ca+• COllO 
Htundo •n11Jero <491. 

En el lll11016l-, el L.11111 11 encuentra concentrldo 11rlnclpt\Mnte 
en l• .. 1nencl1 Mdla, llClcleo arcutlo, or11nU11 vuculo1U11 de la luln. 
ler•lnal h ' retl611 11re611llco 1-.r111ul11ullct. Fuera dtl lllpol61MO ha 
1ldo dt1crlle 1• 11reuncl1 dt LMRH 1n 1\ ldllulo olfatorio tSll. 
/\1l•h110, 11 ha dt1crllo la1 pn11ncl1 di ter•lna\11 ntr•lo1u 
Llfflir9lc11 en 1• 1111t.ancl1 trh •uenc•"liea (S2l, La pr11encl1 d• 
LMRH 1n otro1 l•Jldo1 en la 111rlf1rl1, cOllO pl1r.1nt1 (S<$), y t11llculo 
(S4> ha •Ido docuMntada, d .. 01tnndose 1d1a61 la protncl• dt 
nceptorH HPIClf lco1 1 LHRH tn uto1 l•Jldo1, La exhtencla dt 
pfplldo• tle 11\ructura HMJ1nt1 1 LMRH, con ar.llvldad liberadora de l• 
hor.ana lutelnlHnte, ha 1ldo d11crll1 para otro1 v1rt1br1~01 e-. aves 
IMI, llfCH IS.SI y r1pllle1 1!57>, 

$t 111 Clb1ervedo 11ue clerto1 nturolf1no11hor11, en P1rllcu\1r ln 
••lna1 blottntcu, r11ultn 1• liberacl6n de LlllH (581, lloi•it110 11 ha 
rA111rvado ~ue 101 e1t1rolde1 tontddu Juettn un paptl '"'" h1porhnt1 
en la re1ul1et6n de LK<H, p•Jdltndo Hr 1u acción dlrtcluenlt 1obre I• 
nturon. P•Plld4r9lct o 1 nivel d• nturotren1•ilort1 que • ''' •ez 
llOdultn la llb1r<1cl6n de LHRH 159>. 
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L-i varia~ión eri los nivel.es d·~ LHRtl en ciertali condkiontt 
fhiológic:.\s esta 1\tarnento: rel.:t~iQn:u1a con pro.:ie50i ~e1<u1les com) S•)n 
la dif•r1ncl•ci6n •e•<U•I, l• puberhd, el cl.,lo "'º'"tru•I y l• 
r1produ~ci6n. SI? ha postu\4d1) q1.1~ adetn.ii dP. a~tu:¡r como n>?•Jrohormont, 
ti LllRH pued• acluor como ne•JroMdut.idor de h ad ivldad del sislem• 
nervioso centr•I, St h• ob'itrvado quo ol l.lif<H e•h dirtclaunlt 
r1tacionaljo ·cor1 et control del con1port<1mier1to sexual er1 roed•:.rei ~61)). 

E1l1 nouropfplido o caP•Z dt potonci•r ti rtfl•Jo dt l•ordo•h on 
roedor11, lo cu•l es un el1mento e'·~encid 111 •1 COtnPvrt1111lento 
reproductivo en "'h op•dt. Existen .tdlM'' tvidonci•• que deinlleolr•n 
que el LHRH H capaz do lllOdul•r h .¡divtd.Jd •Uclrir.a dt ciert~• 
nouronu on o1 d•hiu n1rvlo10 r.onlral (61), 

Por a.h de UM dfc.ida, una gran veded.¡d do Hludios se h•n 
1nf0c•d'' a elucldor el 1Mcani11110 de blollnlt•ls de LlflH, Lt• priMeru 
ttPtcul.-:ionn sobre la biollnt .. h dt LHRH 1u11rlan, co100 pare ti IRH, 
un .m4canh110 dt slnluh no ribosoiul (151, Sin tlllllarto, 
poslerloraenlt, tn b.¡•e a 1.tudl0> dt Incorporar.Ión in vivo dt 
Prtcur1orn dt a•lno6cido1 radioactivos 1191Jldo dt la purlf ktcl6n del 
11tplldo r.cllo«tlvo a una .clhldad 11p1clfic1 con1tanlt, fue 1uttrlda 
la .. i.tencla dt un Mcanh100 dt stnlnh a partir de un prec1;r1or dt 
MYor p110 110ltcuhr 1lnltllz1do tn 1<>1 ribo10N1 (62), La tMhtencla 
dt una HPtcl• iun.unortactlva a Llf<H dt MI dt 5,000 dallontt dt pno 
100lecular fut 1u"rlda tn base al •nílhh r.clloln11Unol6tlco dt 
fr.cclonu croiutotr61 icu dt 1Mlraclo1 dt hl110Ula110 porcino <631, 
E1ludlot posltrlort1 rullzados con ••trac\01 dt hlpotu- dt rata 
1u11rhn que 111tdlanlt ln11Unotnsayo1 dt clerlu fracciones 
cr-totr6flcat trt posible dtltr•lnar la pruencla dt dos HPtclH 
iMUnoructlva,; a Llftt dt •ayor pno llOlteular, Una ttptcl• dt 
.iproMl .. d•Nnlt 26,0úO dallonu y •Jn• ttP•d• lnlerMtdla dt 1,eoo 
dalt-• que podrla ttr ti precursor directo dt LHRll (64i. 
fosltrlorMnle, Mdianlt t1ludlo1 do0 traducción de RNA MnHJtro dt 
hlpotalallO dt rala • ln11Unoprtcipilacl611 de 101 productos de lr4duccl6n 
1111rcaclo1 COll t3-HJ-loucln1, ,;, h11k ob11rv6 la 11r11enci1 de un 11t11tldo 
dt 28,000 d11lonu reconocido por •nllcuerpo1 anll-LIRI (65,661. E1lt 
Ntitldo no fue detectado al lncorponr t35--Sl-llellonin1 COllO ••rcador, 
ni al Incubar con ti •l .. o 1nllr.uerpo 101 producto• ele traducción del 
l11RtlA dt hl11otala110 dt ratonu hlpo9on1daln. 

P, Stcb11r1 reportó 1671 lt Hcuo.ncia do.! cDNA que codlf 1r.a para h 
•lnt .. h dtl LHRff tn plaeenh h1.11111111. E1lt cllNA codifica para la 
llnltth de un pfplldo de 10,000 d4ltonc• quo contiene h ttcutncla que 
darla lugar al LHRff H9Ulda de un pfplldo dt 59 rulduos dt 
a11lno4cldo•. No fue tino hasta 11rinclplos dt 1996 qu• fut publlctlla 1t 
11c111ncl1 del cDNA de hlpoltl .. mc• d• rala y de hipolUuio dt hu9•n.,, ad 
COllO dt los 1ene• qu" codifican per• Hlt pfplldo 111 Ulbu HPtclH 
(68), En cuanto a •tcuend" n•Jcltolldlc .. , oxhl• un 13Q'& dt hot10lotll u 
1a·re1l6n cocllflc.idor1 en los dlNA dt nlu do1 uptelu, y un 601' dt 
hOlllOlotla en la reglón 3,. no trad1Jelbl1, ••lttltndo •nor hOMol"91a tn 
l.\ retlón 5', En ph10t11la, ti llRNA con\ier1e une reglón 5' ltr11lnll 
Hlendida por 1000 b••H con ruptclo 11 llRNA hlpohlúleo, lo quo 
parte• corresponder a 11n lnlron no tsclndido duranlt •I proco0•••ienlo, 
En cuanto • h 1or.uonei• d•I precursor proteico, "' ob•erva q•Je en 
~mbn HP•elu et dt 10,úúO dollonu, pruentando un 72'Z dt hot10lo9(a, 



El 'r1cur1or proteico con.ta de lrH dOt1lnlo1 princlpale1 que ion, la 
•1cu1ncl1 uWal di 23 rnlduo1 dt 1•lno6oldo1 111uldo dt 11 11eu1ncl1 
dt LHRH co,.lela1nt1 con11rv1d1 1ntr1 11t11 HPtclH, y •Jn pfptldo de 
56 ••lno6eld<>1. E1tudlo1 Prtli•ln1r11 (69> 1u1ttrtn qut •l pfptldo 
carboKl·ler•lnal dt 56 rolduo1 dt •~lno•ctdo1 POHt 1ctlvld1d 
lnhlbldou dt 11 llbtrar.1611 do prohctlna In vllro, ad cotlO actlvld.sd 
oll.uladora di 11 llb1racl6n dt LH, 1ln tllbarto uto no ha tldo 
c011Prob1do In vivo. 11. ftlllar ha dt1101trldo que cl1rto1 fr11Mnlo1 dtl 
'fptldo c•rboKl·t•r•lnal dtl Prtcunor d• .LHRH (701 pouon 1etlvld1tl 
llbtradnra dt LH tn cl1rt11 Hptclu, y H ha potlulado 1u posible 
accidll COMO Htunclo factor 1·1tulldor de la lib1r1cl611 di LH. La 
tll1t1ncla dt u11 factor r11ponublt di 11 llbtracl6n dt FSM dht111to 
•l UW4 ha sido poatulld• 17t>, 1ln tlllbtrto. ttlt factor no parte• 
11t1r Incluido dentro d• l• stcutncla dtl precursor dt LHRH, cotlO 
hlbrl• 1ldo '01lul1do tn cierto -•lo !671. 
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(IB.!ETIVOS 

El ulucli" de la. blo•lnh•I• de neuropfplido• n de suu 
lmporlanei• en el onlendiml•nlo de los Meo.anis"'º' quo reguhn el 
met.1bol hllO dt la n1uron1 peplidergica. L• horftlOna liberador• dt \" 
h<>rmona l•Jlelniz~nte iLHRHJ y la ho1111on1 l lberadora dt la tfro\ro;>pina 
<T~U son lo• neurapiptldo1 hipohU11ioos que han •ido elegid,,. por t\ 
qrupo como 111odelo~ en e\ eitudio de\ lftetabolhMO dt 14 n••Jrl)n.t. 
P•Plldergic•, ya que ••• lhiolo>tla h1 '1do txlonsamonto .. ludiada. 

l"• oblell''º' prindpa\es de ule trabajo fueron en un principio 
el c"radniur 101 precunore• prolt(co1 de oto• p'ptido• 
hl,olal6tllco1, ali collO la 01rachrlzacl6n de 101 1\1111 11111nujuo1 q111 
codifican par" "' tlnlelit, donarrolhndo a 1u vu la Mlodolotla 
necesaria 'Ua la cuanllflcacl6n de UlOI MnHJerol bajo condlclo>Oel 
er.perlMnlalH divors11. 

l" caracler izacidft d• lo< precuroor11 peplldlcot ••I COllO d• 101 
llNA mentalero1 de 1RH y LHRH te prnent6 COllO una etapa nece .. rla para 
entender lo• proc1101 que rttulan la blodnltth de ttlot 
n1uroflfptldo1, debido a que el ttludlo dt la bio1lnlt1h de novo dt 
••lo• p1plldn1 H ve dificultada d•do que la laH dt blo1lnl11l1 H tM&Y 
baja, 
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ENFOOIJE EXÍ'E~IMENTAL 

L" utiliucl6n de una Hri• de estratogiu e.perlMnh\8' ha 
llevado a la iden\lflcaci6n d• vario• precunoru nturOPtptldico•. 
E.nlre ••lu utrateg¡., cabe monclon~r. lo• uperlmento1 de puho y 
c~za. \ecnlca. de traducción en 11ih111a libre dt cil•!l·H e 
ln11Unopreclpllacl6n, y tt•:nlcas de tM recotoblnante, U blollntul• d• 
LliRH y lRll •• prnenh como un a.pecto de vran lnterO •n ti utudlo 
into,r&llvo de h nt•!rona pop\idértlca, 

CO!llo Prl11er objetivo en •1 utudlo dt la blo1lntul1 dt LHRH, H 
Pl~nto6 la neculd•d dt d1\er11lner el p110 110lecular del precunor de 
11te neuraptp\ldo en •1 hlp0Ula1110 de I• rata. E1te dalo Hrl• de tr·an 
utllld•d para el enrl11ueel•lento del""* 11u1 codlflr.a para t1te 
ptfllldo, para 1u po1ltrlor ceracttrhacl6n. El enfoque nPtrlatnlel 

• utlllz.sdo con el ProP6slto de dttoralnar ti peso aolecul.sr dtl 
Prtcunor de Ufllf, 11 b•16 en la cbtenc16n de ...,. MnHlero de 
hlpot6luio de rata y '" traduccl611 en 1ittH11 llbrH de dlul••· Lo• 
producto• dt trad11ccl6n fueron llHMlnOPrtclplt&dos c:on antlc:uerpo1 antl­
UflH dlrltldo1 contra I• parte c:entrel de I• aolfc:u\a. La 11llualllacl6n 
de 101 producto1 de trduc:cl6n reconoclclot por el anticuerpo, H 
reall&6 Mdlante cro1Mtotrafl• de afinidad en l'roteln• A ••flroH, 
Htuld• dt eleclrotor111t en "' de1naturalhante. COM un tnfOllUf 
alternativo en I• deteralnacl6n del pno aolecular del precursor de 
Ufft, H t«ntnron anticuerpo• tlOllOC\ona\11 anll-LHRH lt11ll d4 
Uc:enelalura del Q,f,I, fkf•I S.avedr• O. 17211 Hptrando ~u• entre 
101 an\lcuerpo1 Hntradot uno o ÑI fueran c:.,ar.n d• nc:onoc:er la 
11c:uone la de 1 UllM dentro ele un HPtldo de .. ,or PllO aolecular. MI 
•Ido P'oPllHIO qllt "" aodelo1 •nlMIH •n que •• llao1l• tl delo 
ov'rlc:o Mdlanlt ovarectoal• y tr•t•lento con t1lr6teno1 y 
Prote1hrona, 11 Hllaula la blo•lntnl1 de novo del Llftf, lo que 
pr,,.,ableMnl• Incluye la llntnh dtl pfplldo Preeunor U3>. Con el 
obJe lo dt auatnlar la ,,,,.,abll idAd de dttecllr ute pree1n1or, " 
utilizó fiNA IH!nHltro de r•t•• ovarectoahada• para la 
lnaunOPr•c lp 1 t.cl6n de lo• producto• de trad~c: i6n c:on anticuerpo' 
110noc\onale1 anlH .. Hlllt. 

Con ti objeto de ul•idlar 1• blo1lntuh de lRH en el hlPoUl.-, 
dt la rata, 11 p lante6 1• ull 11 &1el6n de I• atlodolotl• de DMA 
rtc01lblnante para 1• caracltrhacl6n del RMA MnHJtro que c:odtfiea 
para nte pfplldo. Para la earacterlzacl6n de ute 11tn11!oro " 
PYOI""º prlMr•Mnl.t cre1r uR banco de tM coMPl•Mnlarlo enrl-cldo 
en ''" •ecnencl .. dnlcu del hlpot'1ao para facilitar I• bu111uoda del 
RHA en cuutl6n. Un vn c:aracterl1ado. el cDNA te utl\harla en la 
llueld•cl6n d~ la 11cuenel• total del precursor, y coao o detector en 
el ettudlo In vivo• ln vltro de I• re,ul•el6n de l• blo\lnluh d~ 
tRH. L~ cre..,16n del bHco dt cDNA enrlq•!tcldo n ncuenclat 6nlcu del 
hlpot6la110, ••puede rea1Uar Ndlante 1• clonación del dllill oclutlvo 
del hlpot61.i110, purificado •diente la hibrldlzael6n de ,,.1tracc:l6n 
Hloetlva eOll 1111* dt cerebro tMlrahlpola1'alco, o •dlante la 
elon..,16n del dlNA 1lntettudo • partir ·1• una p,-tilacl6n de RNA 
onrlqu•dda. La creación d• un banco de etM dt alto ~ro dt 
reco111bln4ntet facllllarh a 1•! vu la bouquoda del cDHo\ on c11ut16n, Y• 
que u au11<1nh la prob:ibl\ ldad de que •l atno1 una clona conlenu ti 
cDNA bu1cado. 
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Con el ohJelr..1 d·~ a11m12hl;u· l.:t prob ... t.ilir1-:1rJ ck idenliíicdr la clr.111.a 
que conlenl].J. "11 cDMA g1ie •:•Jditir.-.1 p.Jt<i H<H. ~e pl.¡¡nh6 c.~•1ft•:i ••<:tr- ... ~i:•ii.i 
qxperim~nl<!l de cli:•n<ldf.Jn del r[LUA de hipohl.1m•:. de r.:tl.¡, un protr:•c•:ilo 
de iinlinis y ·~l·:in.seión 'lt1e rJi•ffl l•J~.1r .1 l.i •Jblen1~1tin de un b.=tn•:o de 
alto námero •:h! rE•:i::•rnbin-lnti:'S, L1 fi'J•.a-.i .!i m1Je-str·.1 'JO 1H.•~Ut;l'lil del 
proloci::•t.1 de i(nte"lis y c\Ofl·l~ióh del c:DHfi. 

f'iira l.i buc:.q•Jo!!di:l del cflNA q·J~ cu11t i~r1e la secw~ni:: i-i qtJf? cr.id i f icii 
par-1 lRli, si! prop1Jio utiliz~r C1.."l1J10 1'4'llr11.Jdor esµa;cihc•:o, t?l •'~·l·IA de 
TRH de piitl d• XP.nopu1 1.11.evi'i 1iJi1 \g.:inero1.a1n@nt11 J•:>n~do por el Dr. o. 
Krelli. E~sto. espi;?rand•) ciert.¡ c1:msen1.a1:-i6n entro? loi doi m•:rnso1jeroc.Ji 
q•JI •:•."IJi f ic1n par.1 WH ~n 11st.1s do1 esrecil:!S• 

D~do> qu• al m011ie11to dP. obl•nor el banco de <'[INI\ hipc.la14mlco> f•JP. 
nporhd .. 1• 1tc1J<nd• del c[IHA qut •:•Jdifl•'• P•r• I• tlntHI• dt H-<H en 
ti 'hipotal•'"" dt h rata i<7l, y •n b•st • I• divu9•nda ••l•hntt 
111trt las sec1Jenei ... qu• codlf lc•ri pa1·a o.I Tfitl en el hlPoUhlllo y en la 
piel d• X, htvi1, '" d•l.r10in6 •inlotizar un oli90111Jclfólido 
COMPlerwnhrio • •Jn lt"i9mtnlo del cütlA do ff<H Qt hlpohlalOO, PiY·t 
tJlillurlo COllO dtl•dor HPtcíf leo tn la b•JiqUtda dt la cl1Jna dt TRH 
en tl llaneo dt e!JllA, A ''' voz Hit oll1onueltotldo sorvlrll junto con 
ti oDNll COllO dtttctor uptclflco •n I• eu•nhflcaclón dtl llRNA qut 
codifica P•ra TRH, tn utudlo• dt hlbridhacl6n tipo "Northorn•. 

La 1tcutncia dtl ollgon•Jcltótldo co111Phm•nlarlo al cDNA dt lRH 111 

3' ---··--·----1\AA-COC-cAO-cAT-CCT-1:,uc-AM-M0------···3' clltlll 

--· ··-· -- -·----L,.-Ar9-0ln-Hi1-Pro-OI Y" l v1-Ar11----- .. --- Ptrt Ido 

3' ----·------11 T-OCO·-OTC-OTll-GOA·CCG-1 IT-rrc-.. -------5' tJl lyonucltól Ido 

C.:.n ti obJtlo dt dtteratln..r 101 nivelt1 dd Rt-IA m•n.aJero dt rRH 
tn 1ultlo1 baio dlltinlu co11dlelonu fhl<>ldvlcu y uPeri11tr1lal"' 
tAtdhnlt la r••liz~ct6n dt ttl11d101 dt hibridlzadón tipo "Norlhtrn" 
(JiN/1-rutrudoro opeclficot) 174>, •• planteó coMO ntcn•rl• la 
<>t>li~luclón dt la 111tlodolo1t-1 olt purlfk.1d6n dt íltlA a Plrtlr dt 11n 
11lnl1110 dt >1dtto1 txPtrlnwnl41u. En ti pns•nlt tr•b•Jo H ruliZ6 la 
c~111P1r•ci6n •ntr• cuatro 01icN!lflodo1 de purif ic•.,i6n de hllA tohl. 
•lllPll••ntt utl 11 adot par .. di ver'"' ltJ i•fot, i ncl••Y•1•do ti t•Jldo 
neri¡io10. 

la deler11ln.1oion dt los niveles del ml';NA de rnfl ero e•t11d1'1& d• 14 
r1;utaelon de 11J Uhfntesis. 1e realiz~r.¡ ••i'di.tr1le el .anllhi1 por 
hlbrldl7. .. cl6n RHA - r••lr~'ldor.- esp.,olf k»•· En el pre•e11le 1.-au .. Jo •• 
utilizó la 11etod,.,lovl• de hlbrid1aoion en "'*'orl• 1ólldo tiP·> 
"Nol'lhern", para h d•lecddn d•l WIRNA d• lf-1i ero el hlpoUhM de 14 
rot... ull l lza11do COllO d.tedo>ru e>reolf '"º' l4nto e 1 ol ig<,,11•.icleótldo 
dt s<cuencla complotMnl4rh a •Jn lr••Jrotnto dtl cOtlA hlpo\.lUtnioo, .itl 
ocimo el oc.tlA dt 'IRH dt hipotlilam dt rah i27>. que fut 9•neroumenlt 
doMdo po>r ti Or, R.H. Goodm•n"tl final de h r .. lizoc16n dt .. \,,. 
.. h1dlo1, 
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11ETODOUJOIA 

1,- PURIFICACION ~ RNA 

fod•• lu •1nlPul1clonn tn 'llle se lnvolur.ró ti u10 d• RMA '" 
rHllHron 1 4•c "ºn 1oluelonn prtP<1rldH con 1g1J1 dt1lonlad1 tr1t1d1 
Pr••l-ntt cQn dlttllPlrocerbQntto o 11ltrllizld11 por eutod<1ve.En 
todo1 101 ""º' 11 utlll16 uttrl•I dt 111'1tlco 11tertllndo por 
autocl1vt, o dt vidrio Hltrtli11do 1n horno 1 1eo•c por 12 horu. P1r1 
11 purlfleecl6n del !IM, ••n•rel .. nlt te utllizeron ret... Hcho 

• 1dult11, d• le ctP• Witt1r, 11crlfic1d11 por dtcepit1clón, euyo1 
hlpot1IUIQ1 ' c1r1bro1 ••trthlpol1IMlco1 fotron dl11cldo1, 
lr<1nlftrldol I lllbOI Hlfriltl Y COlllll4dOI lnMdlll-nlt I -70• C 
h11l1 11 ..,..nto dt I• PYrillceel6n dtl Rlfll, 

Al llEfOOOS M OITENCUlll DE 111111 

llEIOOO 1.- CIQl'uro dt Ouenldlftl - EMtreccl6n Cloroformollut1nol (751. 

Dlver111 c1ntldldt1 dt ltJldo •• h-tnlZ1r011 tn 1ol~l6n A dt Cloruro 
dt Ouuidlnl lclorOJrO di 9Ulnldlnl 7", ICllllO dt lo)dlo ~. Dtr 19", 
PI! 5,01 1ln dttconttltr ti ltJldo, utlli11ndo ti hotl~tnl11dor Pohtron 
• .. Nlu wlocldld por 30 lltundol. El h-•n.do fue eo1ntrlfuudo 1 
11.000 111or 30 •In• -1o•c, ' el 1obrenld1nlt fut flltrldo 1 treVf• dt 
une 1111 ntfrll 111r1 •ll•lnar ll11ldo1 19re91do1, Se ldlclon1r011 o.&S 
volu.nn de 1t1nol • -20•c • ti "-tn•tfo, , el ANll 11 dtJó 
11rffl11I hr 11or 12·24 hor11 • -20 • C, El RNll 11 11dl•nlo por 
centrlfu•acldn • 11,000 111or 30 •In 1 -10 •e, ti 1obr1n1d1nlot 11 
•11•1116, ' 11 PHllll• dt llNA 11 r11u1Ptndló en un •lnleo dt volUMn d"-
1olucl6n 1 de Cloruro dt Ou<1nldln1 (elQl'uro de tuanldlna 711, 1ctl<1to de 
1odlo 20lll, DTT 19", EDTA 20lifl, llH 7.01. El ANll te h-enlr6 
.. nua1 .. nt1 COll un hollot«nlz.ior dt vidrio llllO Dc1Ync1, H tr1111flrl6 " 
un tubo corH t1Hrll ' H 11r1cl11lt6 por 11 ldlcl6n dt 0,515 volei .. nH 
dt thnol • -20 •c. Dt1pue1 itt 12-24 horu 1 -20• e, ti RHll fui 
11dlMnl1do por ctnlrlfu .. clOn 1 11,000 1 11or 30 •In 1 -lOOC , y I• 
putl 11• de RNA 11 r11u1111ndlO •n un •lnlllO de YOlUllln de 1oluc Ión 1. 
l• hoeotenU<1clOn ' prtciPltecl61'1 con 1t1nol fu .. ron re111tld.u dos vec11 
úl baJo 111 •llH• cor1dlclo1111, 

l" putll11 fin•I do RNll 11 ruu~ptnd16 tn 1-2 •I d• EllT4 2°"'" PH 7,5 y 
11 .. traJo eOll un vol•JMn dt un1 •ozcl1 cloroforllQibutanol 141 ll, L• 
f11t orúnlce fu• ne1<tr1!do1 con un volUO>tn .. , de EDTA 2<ioi!1 pH 7.5 , 
...,,., f11u 1r.uosa1 futron col•ct1dH ' prtr.lplhd•• •n prn•nd• do 
cloruro di ••>dio 0.2511 ' 2.S volo•111nu dt thnol • -20 c. Dup11es d• IS 
hor•• • -2ü'C. ti RHll H recolectó P•or ctn\rlfugar.ión 1 11.voo g.po.- 30:• 
•In a -1o•c, •I 1obrtn1d1nte 1t •lioolnó c.-lt\•111er1lo, y l• 1>uli 11~ •~ 
11c6 11or tveportel6n con flujo de 911 nitr691no (filtr.ido • h•vf1 dt 
un filtro "illiPort 0.4wl, El RHll !!Je r11u>pendido on o1gu.1 
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desioniz.;d.a. e~léri l). 

ne •Jno .a di@z hipotál.trA1:>1 dt r.tt.a. futron homc·q~nl:-idot •n sol•ti!i6n A de 
CloriJro de 01Janidin1, 1Jl11izo1ndo tl ho1t1tn~niz-ld 1:ir Pohtron .1 11.ikim.t 
vi!loeid.Jd por 30 Sl!tJIJndo'S, El hom1:.912n.11.fo st lr.¡n~firi6 .¡ un tubo 
••t•ril ' H •:entrifu16 a 11,000 1 por 30 11in .¡ -IO"C. El 1obrenad1nte 
u tr.n•firl6 a un t11b•> limPl'> r el RHA •• preoipit6 11ed1u1te I• 
•dloi6n de 0.55 vol•Jftl•n•• de •hnol • -20°C por lhr para el 1iioromotl•>d•> 
d• purif ic&oión ' d• 12 & 24 hrs para el 1ucroMtodo. El RHA fue 
centrifugado & 11,000 9 por 3•> 11in " -IO"C r el 1obre111d1nto H 11i11in6 
por docanl.tclón 'por lnver1i6n d•I t1Jbo tobrt una 1 .. a <>ltril p;ara I• 
•li•inaclón total dtl ltq1Jld•> n•lante. El RllA •• r•••ap•n•Jl6 en ''" 
•lnl.., dt voluMen dt 1olud6n B de Clor•.ro dt Gu1nldin1 l9001111501119 
tejido, pe10 huNdol, homo1eniz.1ndo co>n vortox, ' u precipitó tn 
Pr•stncla dt 0.55 voltJMeMI dt thnol 1 -20 o C por lhr Pll"·I ti 
•lcrollttodco d• purlflcaolón,r por 12 • 24 hr1 para ti 111•,.a.ttodo .. El 
RNll fut HdlHntado por centrifugación • 11,000 1 por 30 •In a -10 ° c. 
la ho10i><J•nlz-1cl6n •n 1olud6n B de Cloruro dt 011anldln1 r I• 
pr1clpltacl6ft con 0.55 volu•nt1 de etanol f1Je1·•>n repetldu •Ju vu ••• 
bajo lu •i•tMI condldonu. 

La putllla dt RNA H r .. u•pendló en una 1ol•Jr.ión de f'rolelnua te: 
<400ut11tll en Tri1-llCI 30"'" pH 7.4, r.loruro> de •odio 0.1", EUTA "''"' 
SOS 0,51' 1400\Jl/51)111;¡ dt ttJ ido\ pre Incubad• a 37 C pCJr 15 •In, r te 
lncull6 por lhr • 37 c. El RNA lr•t•do con Proltln .. 1 1( se otraJo con 
un volWl>m dt unt IM!!r.1'1 h11ollelorofor...,1•tr.oh•>I h•>aoiUlco l5'l1!!i01 U 
( lenol saturado en Trlt-.. ;1 30"'" pH7. 4, cloro.ro de 1odlo O, I", EDTA 
11110, la fHe &o1Jo1• H tr.ansflrl6 •un tubo Ht4rll r ti RHA '" 
precipito •ft pruencia de cloruro dt sodio 0,2511 r 2.5 volu111enH de 
et•nol a -20'C por 12-24 hra. El RNA 1e 1tdlHntó por centrlfu91cl6n a 
ll,000 1 por 30 •In a -1o•c. La p11tllh H Hcó con fluJo de 1u 
nltr61eno. 

ltETOOO 3.- Tloclan.ato d• G•nnillina - Oradltnle de Cloruro d• Culo 
071. 

El teJldo H hotn>"lfJ<!nlzó a INKI"'• velncidad por 30 '"W'· con el 
hot1otenhador f'ohtron eri una 1ol•Jr.lón de TiociaMlo de Ouanldlna 4.211, 
huril ... rco1l4nalo de •odio lí•""· citrato dt '"dio 2511111 pH 7.0 r 2-
Mrc"Ptotlanol 0, 711 (161111/gr dt teiidol, El hrJMQgena1o H tr1n1f lrió a 
u• tubo olirll lpoll-lloMerol para •Jllncontrlfuga, contenlondo •Jn 
cuarto d• vol•-n de uno •ol11cion de clriruro d•' eHio 5.~ en ECllA 
6tltn11 PH 7.0, y 10. cenlr ifu96 • 36,000 rp" por 18 hro • 2•)"C \rotor Sii 
SO.l B•ck•4r1>. Al termino de la ce11lrifugadón, h 1olur.i6n d• cloruro 
dt cesio •• tl1Mln6 Pº''º a por.o con pip•h pa•l•ur, lavando las p1redet 
dol tubo con agua estirll, sin 1levar1e I• putlll• d• RNA. El clllruro 
do c ... 10 restante •• eli.,lnO, se hv6 el fondo d•I tubo cm1 0.!5 111 de 
etanol •I 70~ • -20"C, y el RHll •• r.-1Jopondió er1 21lOul de EOlA 2~11 rll 
7,4 r.•>n º"l•nhmionlo a 60oC por 10 .. in. El ANA so tran\f lr16 a •Jn t11bo 
•PP•ndorf ••tfrll ~· l.5:nl y se predplto on pr•••nr.i• d• cloruro de 
•odio 0.25" r 2.5 volumtnet d• etanol a -20°C por 12-24 hn. El RNA •• 
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1tdl1Mnl6 por centrlfu11el6n 1 12,000 rp• por 15 •in 1 4 •e tn 
•ieroeentr1fu91 (S.ek•1n 121. El tobr1n1d1nh fue ell•in1do, ti !<NA u 
ruutPtndió tn 19u1 dHioniz1d1 utfril y 11 pr•clpit1ci6n 1t1n6lic1 
fut rtPtlid1 b1Jo In 1thM• condicionet. La putil11 fintl de RNA H 
He6 por ev1Por1ei6n d v.cto ltn eone1ntr1dor rot1tor lo de Mrc1 
S1v1ntl y •• ruutPtndi6 en 11u1 duloniad• utitrll. 

llETOOO 4,- RM CUOP1'Hico <781, 

Dt uno • trH hlpotil•o• d• r1t1 fueron hotlol•nlzldo• en 200ul dt 
Trlt-Htl SOllll 11111 7,4, cloruro de todio 2!!1111, cloruro tlt aa1n11io wt, 
•enlc-nt• COll u11 h01101enl11dor 8ellco Gl•t IM. utlllz1ndo v'•l•to 
de tefl611. El hoilottnldo 11 trtntflrl6 • u11 tullo ""ndorf 11terll dt 
l.S.I ' H ldlelon1ron 5ul de ll!Mtlll l30 U/ull ' •I de Triton 1·100 11 

• 2S1', •1cl1ndo vl1orot••ntt COl1 vorl••· Con el oblelo de pr1el111t1r 
11~1101, 11 ldlclon1r011 IOOlll de un1 tolucl611 de 11e1ro11 •I 721' r 11 
c1ntrtfut& • 12,000 r11• "°' 10 1111 1 4 •e en •lcroe111trif1&1•· El 
1obr1111d111t1 fue tr1111ferlllo •un tubo e"'endorf Htfrll de t.S.I, ' 
lOOul ele une toluel611 de cloruro dt todlo o. 411, EDTti 40lll pH 7, S , SDS 
0.61 futrOll ldlcl0ftlllo1, El NIA H .. tr1lo 3 vteH con une M1cl1 
fe110l/clorofor1D U1U Henol 11turldo en Trlt-ICI aWI 11111 7,4, cloruro 
.. IOdlo 0.1"· EllTA lOlllO tr•n•flrlelldo cede VII ,. f11e ICUOll • tubo• 
Hltrll11. El RHA H preclplt6 en 11rn1ncl1 dt cloruro dt todlo O.al!lt ' 
a.s volUM1111 c11 11-1 • -wc por 1a-24 hrs ' 11 11dl•11t6 "°' 
c111trtfu11el611 • 12,000 r111 "°' IS 1111 1 4°C 111 •lcroee11trifu11. L• 
1111ttll1 de llM fut levld• con 1111101 11 70I ' 11 r11to ff Ul!Uldo M 
1v-6 • ••~Id 111 u11 lloflll11dor rot1torlo .. re• •s.v111t•. El RIM 
H rt1UIHM6' 111 eeua 11ter11. 

LA conce11tr1el611 r 11ur111 di tod11 111 pr1p1r1elonn dt lllo\ fut 
lltter•lnld• llldl111t1 l1ctur1 dt dt111ld1~ dl'tlct • 230, 260 ' ato ... ' "°' llfftroforhlt en 11111 dt krll .. ld• SI, UrH .. e11 1oluclOll TliE 
u (7f), 

11 CllO!lo\TIJORN'IA DE WINlllMI EN Cl.100-dl CELIA.OSA 

Con 11 obj1to de 11urlftc1r tl llNoll •1111jero POlHAI, el llNoll tot1I 11 
-tl6 • croutotrafl• de 1fi11ldld 111 01110-df ctlulo11 l801. '•r• 
nto, de SO • 100.1 di r111111 !c1P•cldld 123 oo,..e 11r di r111111, 
-.itv1lent1 1 111rod .. d-nt1 S.. di llWI polHti>ltr de rHlllll fueron 
prevl-nte hlnchldo1 en llU4 Htfrll, I• r11l111 fut montlll• en u111 
colUllll de 15111 de volu•n, r l1vld1 3 veces con hldr6xldo de todlo o. I" 
p1r1 Ubtr1rl1 de rlbonuclH111. 1'01t1rlor•nl1 le r11ln1 •• t~ulllbr6 
l1nndo cOll 6 volu•nn de 1olucl6n 1lt1 en 111 U llrh-t«:l IOllll '" 
7.S, cloruro de sodio 0,5", EDTti l .. >. 

El llNA • purlflcer !de O.S • S.1 d• Mfl tot1U fue ruu1ptndldo 111 
EDTti 2 .. pH 7,5 !2111tl•I>, d11n1tur1llzedo • 6SºC por 10 •In, e 
l1111tdl•t-nte de1111111 fue tr1111ftrldo • un blllo de hielo. El MA te 
dllur6 con un volu•n de 1olucl611 •lt• en 111 21 y 11 1pllc6 1 11 
columne. ·s. col1ct6 el pri11er 1l•J1do lvol•Jmen mu~rtol que H volvió 1 
111llc1r • l• columna, ' 14 rellne se l1v6 con 12111 dt le 1otucl6n 1lt1 
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.n ni. El ~ti.; polilAJ 1e 11'Jy6 co>n 3ml d• la 10\ur.lón b•i• en ul 
llrh l•)toll pH 7.~. EDTA lmtt1 a ó5°C. y la d•,nsid~d óptica do\ ll•Hd•> 
fue d1t1r•lntda a 230, 260 y ;31)nm p1r1 ~orr®ot1r \1 pr••~nda del 
NUI. El RNA po\HAl 1• precipitó ••di1nte la adición d< un dfcl110 de 
vo111 .. n de 10.tato de pohsio 20% pH6.0 y 2.!'.i vo\•J•tnu de etano\ a 
-~o• c. Dupuu de 12-24 horu a -20"C d RNA u Hdi ... nld por 
c1ntrifu1aci011 a 11,000 • por 3.; 11111 a -lOºC, 11 ruto de et4no\ se 
evaporó a H~ucd1d co11 fi•Jjo de nltrórleno •••• y el RHA 1e r .. 1upendi6 
en •11•11 dulonlrada H\frll. L• concenlraclón final del llll/I po\ilAi fue 
~hr•lnada por lectura de la de111ldad 6pllca de una a\lcuoh a 230, 
260 y 280n•. 
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11.- lRADIJCCION EN SISTE1111 LIBRE DE CELIJLAS, INl1UNOPRECIPlfACION CON 
lotll 1 CUERPOS AllTI -1.Hllfl. 

Al TRADOCCION EN SISTE1111 LIBRE DE CELIJl..AS, 
f'ara 14 traducción del RNA polHAl H utilinron prlncip1\,..nte do1 
•i•hM• llbrn de cflul"" ti 1 hado de reliculocilo de conejo 
preparado en ti laboratorio del Dr. Lino Olaz do León lver articulo 
anexo), o adqo1irido de la e.OH cOMrcial llew En1land NuclHr, ' el 
utracto de Ger..,n de Trlto donado por la Ora. llarcell• llorrl1on. 

!..!. Anllc,..rpo1 pollclo~!!!!. ~ !l!!J: arllculolL 

~ Anllcuerpo1 110noclot11ln !1.!lll:!.!lll!:. 
• Para la utilización tle antlcuerpo1 11011oclonal11 anti-LMRH, pri•r-nte 

1e caracterizaron la1 110ltcul1t ,.nentu en .. tracto1 de hipot&IMO 
reconocida• por el anticuerpo -oclonat anll-LIRI ll<l.2 obtenido en el 
llboratorlo llr4baJo de t11il de Hc1nclatura del Q.F.I, Raf•l 
SMvedra Our•n, 17211, Se obtuvlerOll .. trac:to1 di htpot'1- di rata 
INCho adulto - fueron 1eparado1 en baH a 1u PHO 110l1cular Mdlante 
crOMtowrafla di .. c1ut1611 .olecular en Sll'lladtM o-so. Cada una de 111 
fraccionH 1lulda1 f1J1r011 1nall1ad11 •diente radlol1111Unoe11saro 1811 
utl llzando 11 anticuerpo -lona\ antl-LMRH 9(1.2, 111 11to1 
IMlleYl•nt<H 11 ob1erv6...,. dicho anticuerpo•• Cillll de r•c-er 
unal1I ewecl1l11 110l1cularl11I 11111 coeluretnl con el LHAH 1lntfllco, 
•In elberwo no fue polibl• cb11rvtr 11 reconocl•lento de 1lwun1 ••"el• 
de uror "'º 110l1cular, Para e-rallar - la 6nlca 110Ucula - cru11 
con 11 anll<111rpo en la faccl611 - comltra con UWI 1lnt4tlco u 11 
l.HAll, 1e croutowrafl6 e1ta fraccl611 por croutotafla liquida de alta 
rHoluc16n, 1ncontra11doH - .. , del 901 de la IMUnoreacllvldad llene 
el •lsllO t11..0 de retencl611 - el Uflll ltrellaJo rHlllado 111 11 
laboratorio por el Q.F,I. Rafael S11v1dra, 11 Q,f,I, "1-l Chnero1 r 
el Or, Jl4n Loul1 Charlll •. 

L1 traducción de lltll poi UAI 11 r11l h6 en litado de reticuloc llo di 
conejo el cual fue adquirido c0Mrclal•nt1 de la ca.. Ne11 Entl•nd 
lt1clear. La lraduccl6n •• llev6 a cwo en un volu..n final de ~JI en 
PrtHllCia de IOul del ll1&do, 1c1lato de polallo 200olll, acetato de 
HtMllO 3.7!5111' 20uCi de t3!5-Sl-"'llon1H U0!50 Cilmoll, "º' l hr • 
31 •c. Lo1 producto• de tnduccl6n ftl1ron lncubado1 con 120nt/•l del 
anticuerpo -lonal anll-1.MRH llkl2 lpurlflc.ado por 11reclpllacl6n co>n 
•ulfalo de 11110nlo ' por croulotrafla de lnhrc1toblo 16nlco !72ll, 111 
pre11ncla o au1encl• de lOut de LHRH 1lnUlico. E.1 111'1hh de 101 
prodt1cto1 ln.unopreclpitoldo1 1e r11llzd ca.o •• de1crlbe para la 
ln111.1n0Pr1clpltacion con anticuerpo• policlonele• (ver artCculol. 
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111. - CREACIO!t DE UN BAOCO OE DNA C011LE11ENTARIO M.. RNA l'IENSAJE~O OE 
HIPOTAlAi'\0 DE RAlA. 

Al SINTESIS DE LA PRll1[RA CADlNI\ DE tJNA LOMPlatENTARIO. 

Para h 1lnte,i1 dt DNll coml•m•nhrio l.cDNAJ •• ultliz.¡ron Sug dt RllA 
pol\(111lH de hlpoUhmo d• rala cr'm" \e01plad", prevlill!en\e 
dnn.tural\ •~do en pr .. encia d• hldr6•ido de ••l 11 11orcur io 1°"'1'1, por 
10 1nln a te11P1ntura alllbl•nte •n un voluHn final dt 10<.ll l79l. Al cabo 
de tih til!liJ.•CJ '' adiciono un vo\urwn d.:? 2-mo?rcaptoet"no\ 200mM y 
RN.<lsln a un. concen\racion de 0.51Jiul final ero el volu01•n total d• 
rutcion l79), la ruccion dt •lnte.i• d>? la pri01era caden1 del clltli\ so 
llevó a cabo en un vol1111en lot•I de IOOul en un• 1olucl6n d• Trl1-HCI 
~ p\18.3, clorurrJ de •·•tne•io llllotl, cloruro d• pota.lo 7°""1, en 
pre .. ncla a dATP, dGTP, TTP 1111/f c<lda uno, dCTP o.~, ISuCI dt 

.. n2-PJ-dCTP !7000 c11...,u, IOug/111 dt 01110 dT ...... 5Qugl•I dt 
11<1tlnOMlclna D Y 200/ut dt ARll dt la 1nzl11• Tr<lntcrlPh•• Rtver•• de 
vlru1 de •lel<>bluto1h dt avo l79,82i. ll<!spuu dt Incubar a 42"C por 
1 hr, la 1n1IM fut IMctlvada •dl•ntt la <ldlci6n dt 4•JI dt EOTA O.Sii 
pH e.o. Allcuota1 dt 2.!Sul fueron tOMadu a 101 t i•IJlllOI o y 60 mln dt 
Incubación pera 1 .. dtler10ln&oi6n do! nndi•ltnlo d• •ln\ul• de cllNI\, 
Mdlante Incorporación de urca a filtro• de lntercallbio iónico DfBI 
(79) y an•lhl1 eltdrofore\lco en 9el d• Acrlla•lda 5'1. ur ... 011 en 
1olucl6n TllE U ITeE U1 TrlHICl 0,09911, 6cldo bórico 0.08911, EOTA 
211111 !791. 

El cDNll cadena ••ncilla 11 eKtrajo con un vo\UMn dt un• M•cla 
fenol/clorofor.olalcohol ho••lllco lS01S01 ll y la fue orOnlca 11 
rttxtrajo con un voluMn dt Trl•··HCl 1011111 Pl19.0, EDfA 1"'1 HE pH B,01 y 
ull>a1 lates acuo••H fueron colectadu. El AllN 11 digirió incubando a 65 
C por 20 •In con 20ul dt hidróxido de •odio I". la nt•Jtr .. llz•d6n se 
rulh6 •dlclon .. ndo 20ul dt '°Ido clorhldrico I" y.20•JI de una 1olucl6n 
ff Trh-K:I I" pH 7,'5, El cDNo\ so precipitó con un vol•1Mtn de •cetato 
de a.,..lo 411, 2 volu,...nn de e\Jnol y IOug de \RHA colllO acnrodor, por 
1!5 •in a -70"C. El cDNA lut cohc\4MJ por contrlluuclón a 12,0Q<Jrpm 
por 1'5 •In a 4"C en mkroctntrlfu<¡a, la P••li l la hvada •ma vez con 
etanol al 70'1. y ti ehnol ro\anl• tv•porado .. 19qu1d•d tn evaporador 
rotatorio dt Marca Savant. El cDNA •=-d~M ••ndlh lctltlll-co l•Jt 
ru1¡1p1ndido •n 25ul do agll• de•iouiz•d• esltrll. 

B> SINfESIS DE LA SEí,IJNOA CADEtlA DE DHA C011f'LEl1ENfllRIO 

La rtacdón d• dnl••i• de ¡,. ••gund• cadena d• cDNA •• llo.vó a cabo en 
un vol•1m•n de IOOu\ con\enltndo Hep"' 0.111 pH 6.9, cloruro de Mtntsio 
1011111, cloruro de pot.sio> 70""• UrT 2.5mi'I, dAlP, dGTP, ITP 0.5!t<K cad.a 
uno, dCTP 0.25n.11, 15uCi de .t.32-Pl-dCH' l 7000 Ci/11mol) y 50 unidades 
del frag11ento nenow dt la DllA poll1n<r"• 1 t>or •lcrogr.;100 dt cDtlA 
c•dena '"ndlla l79i, Lil reacción •e lnoubó por 16 hr!i a l59 C al cabo 
de la~ cuales se a9r•garon l<~J\ d• Tris-HCI 111 PH 8•2 y 20 unid•~u de 
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Tran•or iptaoa r•ve1·u y H Incubó por una hora tús • 42"C. Allcuoh• de 
2,!51JI fueron tlllll~du antu y d••PU"' de la rnc·~i6n para la 
deteniln.tc Ión del rtndlinltnto dt 1lntuh de la H9Unda cadona de cDNA 
y anali•h en 9el de Acrl\amida 5'X. Uro& ª"· LI reacción fue detenida 
110dlant• la adición d• 2•11 d• EDTA 0.5" pH a.o. El •:DllA H ••trajo con 
un volulll<!n de un1 ••tc\1 fenol/clorofor•ola\cohol ho<Pll lico (501501 ll 
y 1e precipitó con 11n voluMn de ace\.lto de a90nlo 4" pH 8,0 y 2 
voluMnn de 1t1nol, a ~1o•c por 1!5 111in. El cllHA doble cadena fu• 
colee lado por centrlfutac16n a 12,000 rp• por 15 111ln a 4 ° C •n 
•lcrocentrlfu9~, la p11tlll1 lavad1 con etanol 11 Nl y el etanol 
rut1nt1 evaporado a Hquedd en el evaporador rotatorio S.v1nt. El 
cDHA doble Cld•n• lcllHA-dcl fue r11u1pendldo en lOul de a9u1 
de1lonl1ad1 e1Urll. 

Cl TITUUCUlll ~ Dl!JESTIOH DEl DNA COll'LEl'IENT.VUO CON lt.ICl.WA Sl 

L1 Nuoelt111 Sl lca11 e-retal R.I fl.ll titulada a concentr.ecl61\ 
varl.itl• de en11 .. utillHlldo aproMIMd1•nte Sl\t • clllc.\ doble cldena 
("'4,000cp•l CGllO 1u1trato por rear.cl6n 179,931. Cad• rear.cl6n 1e llev6 
• ceo en un volUllln total de lOul en acetato de 1odlo SOllllt pH 4. S, 
1ulfato • 111\C t... cloruro de IOdlo o. 211. tllcerol o.S'l, con o.~. 
0,1)5, o.s, S y 10 unldldH de en11 .. , por un •lnuto a 37"C. La ruccl6n 
f.- dlltl\lda Mdlante la adicie!n de O,l!t1l de EDTA O,ell pH8,Q, La 
eficiencia de hldr6li1ll de DMA cadel\a 11ncllla fue deter•inada ca.o el 
lkcr-nto en radioaellvldld de cllt#I por ar.oPl .. iento a fi ltro1 IN 
lnterc411tlo 1611ico DE8l, y por an&ll•ll electrolor•tlco en 9el de 
~rll•lda 5'X. Urea Sii el\ Tlll u. 
Una vu titulada la Nue\1111 Sl, el cDNA fue dlterido con la en11 .. a 
un1 c011Cel\lr«l6n de 200 U/ut di cDM dollle c..stna en un voluMn final 
lle SOul, balo la• condicionu ant1rior11. Alle110tu de lul fU'lron 
tOltadH a lot tleapo1 O y l •111 de inc1Jbacl611, y futrOll anll lzadH c090 
•• dl1crllle a11terior•nte, El cllNo\ " otnJo COll u11 volUMn de una 
Mzcla di fenol/clorofor110/alcoltol houlllco ll501~1 ll, fato - H 
UIKtraJo COll un voluMll de tol•!cl611 TE pH 8,0 y .... 'ª'"' tc\IOIH 
H colectarOll ' reutraJerOll a vecH con cter 1aturado en 1oll!Ci6n TE 
pH e.o. El cl»M d<>ltle cadena H preciplt6 e11 prc1111cia de .acetato de 
•-lo ' et•nol b1Jo 1.tt condlclonot anterlorH y 11 r11111pendl6 en 
20ul de atua duionizada nUrll. 

DI IEllU.CIC* Da. eONll EN LOS SlTIO$ DE rESTRlCCl~ Eco Rl, 

Lo' 1ltlo1 de rHtrlccl6n reconocido1 por la en1i•• Eco Rl, pruontH 
dentro do ln 11c111ncla1 llel cllNA, fueron Prolotid~' Mediante la 
MlllaclOll con la tnti .. ltttllua de Eco Rl ueuet•ll ' s·M1no11l 
llel loniM UOu111. L1 reacd6n H llev6 a clbo en un 11olu11en fanal de 
22,5ul, en PrHencl1 de lr it-HCI So.11 PH 7,5, E.DlA 11111, Dll 5'1111, 
incub.ando por tS •In a 37-C y 11 inactlv6 por ca\cnta1111tnto • 70<(, p.,r 
to •In l841. 
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El POLll1ERIZACION OE LOS EXTREMOS OF.l cQNA DOBLE C.A!JENA. 

Con el objeto de obtener moltoulu d• cDNA doble cadena de ewlrenios 
r•~urarlos v suceptibhi; • l.-\ ligaei6n posht'ior, loi e:<tfi.?mCli 5" y 3" 
c•d•na Hndlh re•tantos se polimerizaron con IOU dt DNA polim•raH 1 
fravmenlo t(lenow en un vol11mon total de 213ul e11 presenci<1 de cloruro de 
111a9ne1io 10"'" y dATP, dOTP, dCTP, 1 fP 20uM coda uno, incubando por 30 
11in a temperal11ra &111biente. l<1 enzlmi fue ln.tctivad1 con lul de EOíA 
o.!511 pH e.o (84i. 

El cDNA se t:tlrajo con un volumen de una ••zeta 
fonol/dorofor'11Q/1kohol isoa111lico <50t50tlJ y la fut org6nk• se 
rooxtrajo con un volu,..n dt <olucion TE pH e.o. A111b .. h<H ac11osu 
fueron coltclad.H y el cDNA fut pr.ciplt1do con un volullcn d• acetato 
dt' allOnlo 4" y 2 volu,..nn dt etanol a -7~C por IS tnln. El c~NA H 
co\tctó por c~ntrifu91clón a 12,()()() rpm Por 15 Min a 4º C tn 
•icrocenlrlfuga, ti 1obrtn1dante u tl111inó y ti etanol rot•nte H 
evaporó a uquedad en tv1porador rohlorlo Savant. El clJllA H 
ruu1ptndió en IOul dt avu• de1i.,nizad1 ulfril. 

FJ FOSFMIL~!ON DE LOS Allt\f'TA!KMS DE Eco Rt. llllACION DE LOS 
ADN'TADORES AL cDNll. 

Diu pir.""°lH de oli1011ero de ucuend1 nudtotldica rec.,nocidt por lo1 
enzl'"" dt rttlricción Eco RI (lp110l/u1J, futron fo1forlhdH con llluCi 
de J [.32-Pl-ATP !7000 Cil•oll y 10 Unid•det de lo1 tnzl11a 
PolinucltOlido cintu dt T4, La ruccl6n H lltvó a cabo en un volumen 
tolAI dt lSul en pretencla dt Tria ·HCI 301111 pH7.e, cloruro dt 111111nt1lo 
lOloll, DTT l!ltlt. 11or 20 •in a 37•c, Al cabo d• Hl• ll•lllPo H adicionó 
tul dt ATP lú"" y H Incubó por 20 •In adklonalo !79J, La en11 .. fue 
lnacllvada por c.¡\enla•ltnto " 6!51C por 10 JAin. 

Lo1 olit011oro1 to1forilado1 fueron li11do1 al clJllA dobl'" cadtna 
•dhnt• tl "'º de la enzi .. l1NA Li11u1 '1• T4. La r .. acd6n H lltv6 a 
c"bo en 11n voluMn final d• 2Sul en solución dt L111u1 (Tria Jo..M pH 
1,8, cloruro dt 1111nelio ª°"'"• DTT lo.M, ATP ~l con 10 Unid"d"' dt 
thZiH, incubando por 15 hrs a 16 C (79,85¡, la enzlMI fue iMctlVtdol 
por calenl•miento a &S"C por t() •In. Al icuotaa de tul l••tron tOIMdu 
anlH ' detPun de la incubar. Ión para h dtltr11ina<i6n dt la elle ltnoia 
de fo1forilacl6n y li11cl6n de los oli1a11ero1, ,..diante anUhh 
tlectrofor•tico en vel de Ae1·1tulda 20\ IJrn 8t1 en 10\11olón T8E O, 

OJ DIOESTlm. CON LA ENZIMll DE RESTRICCION Eeo RI, 

Con ti nbJeto dt obtener 11olfculu dt cONll 1uce11llble1 dt ll11ar11 al 
Ol4'I dtl vector dt clonar.ion, H 11•n•raron olr.001 coht1l~o• ' 
co1nplo1Nnhrlo1 en tl clltli\ ""'dlanlt 1u ditt<llón con la •nZlllt dt 
rHlricción Eco F<t. La rt-1Cci6n H lltvó a o:abo H un vol•1111en toUI dt 
30ul en Tril·-HCl 50"'" pH 7.S, clor•iro dt 111111nulo IO!All, cloruro dt 
•odio lilOtllll, DTr lllM con 10 unidades dt la tnzi••· inc•.ihando por 5 hra 
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a 3i°C. l.a enzirn se in,i.d i110 rc.r calt?nt<imiento a 65ºC por· 10 min (79i. 

El cDNA d®l@ colr1ena de extremi:is C•:iht!'ii.'lt'os se purificó de loe; 
olig.,moro• y fl32-Pl-ATP rest..nlo• me•Hante crom.tlografla dt exd•Hiión 
molecul.¡r en ~ph.:1deK O-SO, con solución 1E pH 7.5 como i!l1Jyente. L.u 
fra.ccione1 corr11!ipi:.1ndiente-; .:tl prirn.:r pko d• r.!ldic-1i:tivid.1d el1Jido1 
fueron r.olect.:1d~s y prEcipitad~u en presend" dt clor•Jro de -;i:idio 0.2511 
y 2.5 vol1J1nene• de otanol a -21)ºC p•or 12 hrs. El cO!lA fu• •edlmentado 
par 11ltraoentrlfugaci6n • 25,01)0 rp:11 <rotor <·W 50,1, Bedmanl por 1 hr 
a 4"t. El •obren•dant• fue eliftlinado, h pastilla lavada ccn etanol al 
70X y •I 1lq•1ido rottanto f1Jt ov•Por<do • Hq•ied•d •n tvaporaJ.;r 
rotatorio Sevant. El o!ltlA li•to para ligarse al voctor de clonación fue 
ru•apendido en 15111 dt agua ••Uril. 

Hl EFICIEl«:IA DE LIOACION AL [)NA DEL eAt:lERIOFAGO )\gtll, EFICIENCIA DE 
Elf'ACNllEMTO E INFEC.C ION. 

El DNA do! bacteri6fa90 Agt ll digerido con la onziM& dt rntricci6n Eco 
RI y detfolforlhd~ fue adquirido comeroialMn\t lntuch• 'Protoclont", 
Pr.-9& Blotechl. Para cQ11Probar la cap.ac idad de 11tac161Í de un ~ 
PIHJtro al 0MA dtl bacltrl6h110 Agtll, st Incubaron O,Su11 dtl [)NA dt 
ttll y 0.2u9 de DMA de p14Hldo (control dtl utucht, 3~bi con o.sud• 
DNA Ll11~• dt T4, en •oluci&n de Li91tll en un voluMn lohl d• 5ul, a 
16'C por IS hn 1$5), Una alicU•>h dt tul f••• 1ometld.a • tltclroforuh 
en alnl1d de agaro .. al IX en 1oluoi6n TllE o. 251 para ti an411•i• dt 
la eflcltncla dt reaccl6n. 

Para tl HP&C&ftllento d•I OOA rtcollbinanlt dentro dt ctii•idu dt 
b1cl1rl6fa90 dt tipo lalllbda, H adquirió cOMrclaltMnh ti otracto de 
•••<••lento para hchrlófa1101 tipo lalllbda lt1l•1cht "Packattnt•, 
M<!nhHll, y la reacción •• llevó a Cllbo balo IH condi".lonu ducrlla• 
por ti prov11dor, lo! tubo• de extracto H ducont<laron en bailo de 
hltlo y ti OMll st Mrcló lnmedlalalllfnh -.on &llb>JI COllPOntnlu dtl 
extracto. L.• MZClll 1e centrifugó poi· 50 ••11 tn Microc•ntrifut• • 
12,000 rp• a leMPtral•.r• a!llbltnh, y H incubó por 2 hn • 22º c. Al 
cabo dt Hit tltllPO H diluyó h 11tz.,la • un volumen final dt !500ul con 
1ol11cl6n Slt (5"1 Trh 30"'1 pH 7.S, cloruro dt •odio IOo.11, ''Jlfalo 
dt ugne.lo IOllll, 1elatiM 0,QIXi •11re11ando 20ul de cloroforMo, le 

mucl6 con vortn y •t conlrifug6 • 12,000 rpM por 1 "'In • le10Ptralura 
t11bltnt1, El 1obrtnad.anlt con lo• b•chrloh1101 u Mnt•Jvo • 4ºC P•r• 
con.ervar 1u Hlabl 1 idad. 

Con ti objeto de co.,probar la tficitncl-t de e .. pac.amlento e Infección 
por I•" badtri6hgo1 roconlbiMnl~•. '" tftcluaron dll•Jcloneo dt la 
•czcla de •llfl•••mienlo para 1u titulación mediante inftcdón do la copa 
llllca E. coll VI090 179,84), P.art l.a inhcclón, '" creció •Jn c••ltlvo 
liquido d• la ctp& 11090 en 5 111 de r'1!dlo CV lvtr &Ptndlct 11> con 
ll&ltOH •\ o.». eOIOo lnd11ctor de I• •lntui• dt receptor•• d• 
supitrllcle. Cien Mlcrolltro1 del 1-t cepa ~rtcida por 8 hn • J7•C cun 
at11..,16n, •• Infectaron con 5ul de c•d• dilución de bacteri6fa901 tn 
pruencl& de cloruro de calcio 511111, cloruro de m1gneslo 5mll, por 1'5 tAln 
• 37°t. '- 111 c.1bo dt ••h tlcmP•> " .. dkioMr"n 20ul del inductor do! 
t•n• d• 41-.. lar.lodtlasa, IPTG (20..11/.,li (ver •P•ndlce li, 50••1 del 
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suslr•lo cromo<Jfnie.o X-Oal l2ilmg/ml en dim·¡lilform•mid.\l lve.- ependice 
1), Y S111l dol ftledio N'rll~M-agar suave lver apendice 111 • SO"C pira 
inoc11l.\r sobro inedia N~ZCK sólido en Nja petri lvor apendict 11), Las 
b4cferias inftctad"' fuEron im:•1b.¡d~1 " 42"C p1:.r 12 hor-H en po¡,i·~i6n 
i nvtrtid.¡, p1r1 flvorectr 11 1 islt por bocl•riófig,,., El n(¡1nero de 
h~ct•riot..gos recoftlllin•ntu fut dtltrminado con\.tndo IH 1Jnid•dH 
for1urtor•~ de Pl.ti~~~ tr'5ln1parente-s y por correi:r.ión dd dihar.i.6r1 v 
vnlui.en. 

11 ClfJNAC ION DEL c:IJllll, 

A!lroxiHd-ntt O,S•111 de c:DNA doblt cedena fuoron li1odo1 e 8ut del DNA 
dt 'fito Atlll con 3U de I• enzi114 !iNA llgu• dt r•, on prestnci• dt, 
solución dt Lit4H y ATP lo.ti en un vol•JM•n flMI dt SOul l851, Le 
reacción se lltvó • c:.tio por IS hrs • 16-C y l• tnzlM 11 lHcllvó por 
c:•ltnlultnto • 6'5°C por lu 111ln. Per• c:0111Prob•r que l.a rucclón 11 
lltv6 • c:.ito en tu lohlldad, 11ic:uotH dt lul fueron lClllidH 1ntt1 y 
dttputt de le rucc:l6n y fueron en1l121itu 11ed1enlt tlectroforttlt en 
•lnittl dt •t•roH el 6t •n 1oluci6n Tlif: O, 25X. 

l'era C011Prohr I• dicltnch dt ••"••ltnto • inltcc:l6n dtl cOIM 
litado al hto, un d'cl11e> dtl DM rtcotllbinenlt 11 ••ac6 on c6P1idH de 
hcltri6h101 dt tipo lellbde utlllundo une rHccl6n del utncto dt 
11111aca.lento (t1tuch1 "Pack191ne•1, bajo tu condicion"' IH1crit•1 
enterior .. nte, Con el obJ•to dt obtener ti tltul" flnel del beneo dt 
cllNA 11 t09aron allcuot•• dt !5 y 50ul dt diluclonH 10"1 

Y 10·• dt le 
Mzcle de .,.PICMlento pera lnltcler la cepa E. coll YI09() y tltuler 
en prnencla ele IPTO y X-011, y dt nta Mntra obtener el t ltulo de 
P14C41 d• lhh rtcollbinent11 llr•ntPertnlt1l Cl)hlra IH no 
rtcolllblnilntH luult1, inducción dtl t•n• dt t-ohclotidu• Y 
dt9rad"i6n dtl 1ullr1to cr090ffnicol. 

Une VH co1111robod1 le tflclench dt lh•cl6n, HIP•e••lento • infteci6n 
IHI cOIM rtCOllblnente, H "'""'"6 el DNA rt1hnt1 ''tllhendo 4u1 dt IJNA 
recolllblnanto por ruccl6n dt e111p1eat1nto, Le tflclencie de 
HPecuiento Y la cepecid.ad de lnfocción, HI c:Ollo ti titulo dt 
becterióf .. 01 rocolllbinut"' •• det•.-i•in6 collO st dnc:rlb• 
1nler lor .. nte, 

JI FUllFICl\CION DE: llNA DE BACTEflllY-AGOS RECOOBINANlES, 

Con ti obJtto dt dtltr•inar lento I• presencia coMO el l••eño de 101 
ln11rto1 de cllNA, te purificó llNA de baderi6fevo• rter..blnenlu • 
pertlr de b4Cttri6f•110• 11111liflcedo1 por inftcd6n tn 1• CtP• 'tl090 dt 
E,coll. l'•r• e111>lifir.er y Hlteclonar un n4Mro repr111nl•tlvo d• 
b4Cttrl6f•vo1 rocQOlblMnt11, •• lnlect1ron IOúul de un cultivo dt l• 
cepa VI090 en .. dlt> Cf + Mita.e o.~ con una alicuol• adeeued4 do una 
diluct6n 10 .... dt 101 becteri6fa1101 P•r1 obtener •Jn titulo final dt 100-
200 unid~dH lorudoru •lt pl4Cu por ceja, La lnftcel6n H llevó • 
cobo r.ClllO H dHcribt entorlorm.nte, Dt 111 pl4041 dt !hit 
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trantparente1 (recombin.¡nteO ~• seh.:"cionaron 45 plac.u ahl.\d.ts y ie 
reco\tictaron por a':ipiración di::!\ ag1r con pipeta po1sle1Jr e~tiiril. ll)~ 
b.acteri6fagos 1,;ie el11yeron en cr;nj1Jnto~ dP. 3 fr¡9mento¡ dll! agar (:3 
placa• di1llnlasl en lml de 11edio SM con 21)u\ d• Clorof·;o·mo 1 4ºC por 
24 hrs. 

Para h 110pliflcecl6n d• loo bacltrl6f1;0• rtco..bin1ntH Hl•cclonado1, 
H lnlectuon lVOul de la cepo VI09ú prevlom•nte croe id• 1 37 ° C tn 
,..dio CV + Mito.a por a hrt con 19it1cl6n, con 10011 d• 101 
bachrl6f1901 eluldo1 en medio 511 (aproMIHdo11tnt• 2 x 104 pfu/•l>. L.a 
lnftcclón H llevó 1 cabo por 15 111in 1 37 C, Y I~ lllPllflr.adón H 
efac\u6 adicionando !51111 de ..,dio NVZCM 1u&'9 Prtfundido. y 1tllbr1ndo 
•obre ceJ11 con a11r N'iZCM duro. Lao cajas fueron lncub~da1 tn po1icl6n 
Invertida por 12 hrt 1 42"C, y lo• b1cttrl6f1901 a1111llflcado1 11 
tluyoron con ~ •I d• 11tdlo 511 1 4ºC por 24 hrt. El INdlo Sii dt cada 
cala fue transferido• un tubo cortK de 1!5111 Pira ell•iner 101 ruto• 
baoltrlano1 por centrlfu91ci6n 1 8,0009 por 10.in • 4"C. El ll~uldo 
1obren1d.inl1 " tunsflr16 1 un tobo llMPlo y H 1dlclon6 Rlbonuclnn 
A (RNA11 Al y Duoxlrlbonucle&H 1 (0NAH 11 para t•ntr •in• 
concentrer.16n final do lu1/•I de c.1d1 uno de utu tnzlau. L• 
dl1Hl16n u lltvó 1 ubo por 30 11in 1 37ºC y 11 cabo dt .. ta H 1n1di6 
un voluMn dt una 1ol11cl6n dt Pollttlltntllool 11 20t y cloruro dt 
sodio 2" on Mdlo Stl y •• Incubó por 3 hora. en un bano de hltlo-a9111. 

L .. part!cul•~ de bactorl6f1901 H pror.ipltlron por centrlfu1acl6n • 
10,0009 por 21) •In 1 4•c y ti 1obrtn1dente fut •ll•ln1rto por ••pireción 
t lnvtnl6n del tubo, Lo1 bacttrl6f1901 fueron rHusptndidot on O,S •I 
dt Mdlo 5", tu•ron tren1ftrldo1 • tubos •PP•ndorf dt 1,5 111 y lo• 
ruto• b•cterl•no• fueron oll•ln1do1 por conlr lfuo¡ecl6n tn 
11lcrocentrlfu1a 1 4ºC por 2 •In. El 1obronad1ntt •• tr1n1firi6 1 un 

· tubo oppendorf llllPIO y 1t Incubó 1 68ºC por IS •in tn prottnc 11 dt $DS 
0.1'4, .EDTA !511111 PH e.o. El DNll H oxtr•Jo •1n1 voz con un volu11tn dt 
Fenol, uM vn con un volUMen de una •ncl• F1nol /Clorofor.o l h 1) y 
una vez con un volu11en dt c.loroforMO. El DMA tn fut acuo11 11 
pr1eiplt6 con un volu11en d• hoprop1nol 1 -70 •e por 20 •In 
c•nlrlfuo•ndo 1 12,00Urp111 por 1!51ain e 4 C tn 11icroc1ntrlfu1a. El 
•obrtnadantt •• el111ln6 y la putilla dt DNll H lav6 3 vecn con SOul 
dt ttannl al 70'>: y d liquido r .. hntt f•Jt tvapordo 1 soqued .. d •n 
ovapor1dor rotatorio Sav1nt. El llNA fu• re1u•Pendldr,1 1n :ZOUI d• a1ua 
dHh,nlz"d" otfril. 3 veces con 50.11 dt otanot 11 70'4 y ti llqoddo 
rt1hnt1 fut evaporado 1 1equ•d3d en Sevo1nt. El AON fut retu1pendldo en 
20ul de •tu• deslo!1l1o1d• Hl~rll. 

i~ i:'!!I!!S•cl6n !!.! ~ ~ f!W. ~n~. !.!!. l!:~!!. !!Sfil .ill1.... 

Cien 11llllltro• de IR•dlo liquido loJrl• con ->111Picilln1 y 0,2'4 dt 
HllllH fueron crecld•>t con 11 cepa E. coll Yl090 ( IOOul a partir dt un 
glleeroli por 12 hrs 1 37•c. El ••dio fue centrlfuo•do a 11,000 1 por 
10 •in a 4•c y tu celutu fuernn """pendidas tn 20 1111 dt ,..dio 5" 1 
una concentreolón final de 0,6 X 10" cfl11l .. 1/11l. Allcuot.n de 200u\ de 
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cad.1 p1:iol de b-icte•·i6fagos eluid•)\ en $11 (dproxim,d . .¡mli!Oti! •htO .. uf11 1 

fueron Ut i l itold<lS para infect ... r 21)01J\ d~ C~ l!Jl~'i dl"i E. Co')li 'y t(l<:i1j 

C1pro>ti:3ad,1menle L2 K 10 cél11las) J?n 200ul de doruro de •"Akio 11)111'1. 

cloruro de magn-2sio 10mH. Lu Célulat s• in1~1Jb-iron 1mr 20 ~nin .) "37" e 
p.tr-1 tu infe·~ción por f.igos, e inm~di.¡tamente d•~'5P•.1es se inw1:ul.iri:m .:n 
101) tnl d•:! iaiJrtio NtZCf1 liquido con ampi·~ilina Pill".t su amrhficacion. Lr.1s 
ba~ter i6f l.iOS f ueri:.n ampli f 1c.ados incub..indo por 12 hrs ~ 4.1° C con 
a9it<tción, y SI.! agr~garori 5 111 di? c\m··~f·:>r·mc.. p!ra f.Jvoreco!t' l.:i li.sh 
tot.il, inc11b.t11do por 31) "in adir.iorii\es cr..in aglttción. Al e.abo d-~ e~te 
tic?mpo 1w .Jdicion.1r•)n 20ugiml de Ribonud•.?·"lS"- A ., Oe-:;oxir1bon1Ji:Jetts-1 1, 
incuba.ndr.1 a ti?r11~·111rat11r111 ambient~ p·:w 30 min. Un1 ve:!. di9o?dd·J~ el ARN y 
•I DNA b..clerl.1no1, H <ldiclon6 cloruro de so<llo •n crl•hlH par• 
tener un• concentr..,lón final de I", El clor1.,o de •odio •e dl•olvl6 
1u1vet1ent• y el medio se Incubó P•>r uM hor• en b•~o de hlelo-.. tu• para 
eli•ln•r posteriornente lo• resto• b•d•rl•no• Mdi•nte un• 
c•n\rifu91cl6n • 11,00:>0 g por 30 Wlln • 4° C. El 1•lbren1d1nl• •• 
transfirió a un 11atraz limpio y lo• b<lr.lerlóhgo• fuero1o pr•r.ipihd•,. 
en pr•••nci" do Polleti longlic•>I 41 10'1., incubando en b<liio de hitlo­
•tU• por 4 hrs. Lo1 b4d..-16f.ago• fueron udhM!nlado• por 
cenlrlfuucl6n • lt,000 9 por 10 •in 1 4°C, •I 1obr·on•d•nlt so el11ftinó 
lotaltM!nle, h pul i 11• se res111pendió .. 11vellM!nlt en 3 1111 de Mdlo S" y 
u realizó un1 extracción con un vol•JMn de cloroforMO. Finel""'nlt, 101 
baoterlól•101 H purificaron uno ve: ú1 sedll•enhndolo• por 
u\lraoenlrlfu9>r.i6n a 2!'.i,000 rp• por 2 hrt • 4"C (r·o\or SW SO, ll en 
.. dio 5". El t1edlo Sii rest1nle H e\h1lnó por asplr•clón y la pu\illa 
de b•clerlof1901 st re1uspondi6 en O,S 1111 de Mdlo S" frHco, con 
atil•c i6n suave por 12 hrs • 4•c, Lo• b4c\er l6hgo1 rnu1pendldo1 1e 
lran•flrleron • tubos eppendorf de 1.51111 par• digerir con 30utl•I de 
f'roteinu.t t< (prelncub&da por IS.In • 37°CI en pruencia do EOTA 20llll 
pH 7,5 y SOS al 0,5Y,, por lhr a 65"C. El ONA .. OKlnJo un• vu con 
feno\, 3 vecu con un. •azc\a ftnol/cloroformo ( h ll y una vez con 
clorolorroo, y fue prodpi\.¡Jo dldonando un vol•JMn de hoPrOPanol • 
lncub•ndo • -1o•c P•>r 20 11ln. Et DNA se Hdl••nló por contrltugaolón 
a 12,000 rpa por IS •In• 4•c en Microcontr(fu9•, h P"•lllh •• 
r .. u•P•ndió en 20ul de Soluol6n 1E pH e.o. El DNll •• P"'r.ipiló 2 veoo. 
consecutiva~ con un votu11e11 dq acetato de amonio 4f1 pH a.o y 2 
voluMnn de •hnol a -70ºC por 15 •in. La pul 111• 1 in•I H hv6 2 
vccH con et..nol .11 70Y. y el ltquido re1hnte •e ev .. por6 • Hq•Je~ad en 
evaporador rotatorio Savanl, El ONA se resu•pendló en 25ul de Soluc16n 
TE pH e.o. 

t;) DIOESTION DEL DNA RfCOl'IEINANTE CON LA ENZIW. DE RESTRICCION Eo<>RI, 
CARAClERIZACION OE \OS INSERTOS DE cONA. 

111>roKl•·1d.1mente IOu1 d• DNA recOllb\nante fueron di9erldo• con 241) d• la 
enzlnt.11 de rcsh'lcclón EcoRl, en pr•••nda de Trh 50ml1 PH 7,5, cloruro 
de •~eno,;io H1t11l1, cloruro do •odi1> IOvtuM, llTT lni" y E•permidlna 11111, en 
un vol111Mn de 30ul, por IS hrs • 37•C (79l. Para la vhualiz..,lón de 
101 frag,,.n\01 de DllA de dio p•so molecular gonerados por la digedlón 
(OllA del bodorl6f.190 Agllll, ''M v•inleav• parle d•I DNI< fue •oiMlida 
a eleclrofore•i• en gel vertiod de agarosa •1 0,6':4 en $1',\ución TBE U, 
corrido a h•Jo voltaje (50 volhJ, El analisi1 de 101 fra•lmentos de 
oDUll r•>slrlngldo• se rc . .tizó medianlt eleclrofore•h en gol vertical dt 
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Acri 1,::¡mid.!. al SY. en Sol•Jl!ión TBE tX de O. 7Smin di? grosor, y pi:.r t inción 
del gel con Broml1ro de EtlJio l0.51J9/rnl 1:::n i'3U<i d~-sttl-ida) l79l. 

IV-.SINTESIS Y PLIR!FICACIOU ílf UN OLIGON'Jctl:OT![JI) DE SECUENCIA 100"' 
C011Pl EMENTARIA A UN FRAG11ENro [JEL ,,QNA DE THH. 

la ilnte•i• del oligonuoleólid,, de •ecuen<I• 00111111oment•ri<l a un 
fragmento dol llRNA qui codlfic.1 para la •fnh•I• de TRH en el 
hipot6hMO de la rat1, H ehctu6 si11uiendo el •~todo de fosfotrifiter 
en 1oporte 10lido i36l. En la 1lntol1 q,.f,.io• ·l• 01i9onucl••5lldo1 por 
el Mtodo de fo•fotrie1ter en •c,porlt •Olido, d n•Jdeolido 3' ten•inal 
di 1 l.a secuenci.fl de~e.;.d.t sie .¡copl.t inici.tlrr.'ilntt .¡) $•:iporte p.tr-1 
posterior1Rente acophr suc .. ivamente 101 dinucleólido• o trinucle&tldot 
que van .i dar lu111r .i la •ecu•n<ia d1H•d1. L• 1lnle1h del 
oligonucltólldo co111Prtnde lret reaccionet principaleu 

al Eli•in•ci6n del erupo protector !5' (Ruocidn de dtstritllacidnl. 

Cincuenh •llltr11100 de ruina de poliestlrtno a ¡,. cud 1• •<OPIO 
prevlaMnte el nucle6lldo Tl11idlna lre.IM TJ fueron colocado1 on ••n 
filtro ructor para inohar la rttina en prHtnci1 de l•I de plddina 
por 1 hr a 1.,.per•tur1 aOlbi•nte. L1 piridlna fue eli•IMd• por 
flltraol6n, la ruina u 1 .. vó una ve>. con cloroforao a -200C y un1 vn 
con un• •tzcla clorofor90l••l•nol y el vrupo protector Din !5' (vtl" 
•Pendiot ll >e 11l111ino tratando h retin• 2 vece1 conHcutlvu con 
icldo bencen1ulfónlco tn clorolor•ol ... tanol por 1 •In. El icldo 
re.tanto fu• lavado con clorofor90/lll'!l"nol, y h resin" fu• equlllbrlda 
lav.ndo 2 vecn con plrldln1 y 2 vece• con totrahldrof•Jr•no !TIFl. El 
filtro reador te hPd con septu"' y la ruino H 1ecó oli•lnando el 
liquido restante por succión con vaclo. 

bl Reacción de 1copla11lento. 

El dl11ero o triMro • 1er acoplad•> 121) vece. on ucoso Molar 1o!Jrt I• 
cantidad de resln.tl to· trat6 con un. tn•zc!.I pirldin1 t1.5inll 
ltritlila11lna l0.5n11l la11u1 i0.51111> por 20 n1in • teruperatura aOlbl•nlt 
P•r• el111lnar el erypo proter.tor ciu,oetil 3'. La ••1da de 1olvenhs 
fue evapor~d• • sequtd•d con vado y ·•91 hci6n en bino • <\O• C. L• 
evapor .. cton •• r~pltl6 tret veou con 0.5•1 de Pirldlna Pll" .. 
de1hidr1t1r el di11ero o tri•ero, y el tubo " 141'6 con teptum Ptr• 
, .. ntoner el 111edlo do>hldralad.;1. C•Mrenh mili11r•111<1s del cal•lludor 
2· (!hos 1 li lbencen1ul fonl ¡; .. 3-n i Ir o-1, 2, 4- trluol (i'ISNT J fu-.rcin 111ezol•dc,5 
con el dllMro o tri,,,..ro y dhuellot con o.5 111 dt Plrldlna ladlclon.ida 
cnn Jerln¡a hipoderrnlM para 111•ntener l.ts condicione. de 
de>h!dratodón), L• mzch dim•ro o trl1Mro - cahl lzador " uplró c•>n 
Jerln11.. y H Inyectó •obrt la re•lna, 1unteni•ndo la• •:ondid•>n•• dq 
de'ihidrato111üón. L• rear.ción d~ ar.:opl.tmi~nt.., tP. 1 levd a r.:~L·:i dur•11tie 90 
•in • te111peratur• 1mbiente, y al cabó d~ e\te t i•m~o te eliminó la 
plridin• ·por f!ltr.•ci6n, La resina •• lavó 2 vP.•:et con plri~ina y un .. 



vez con c1orofont10 y un..:J pequP.ñ-t parl~ d12 l.i redna fue utilizi1da para 
r.omprob~r h ruoci6n medi~nlt el d••b\oqu16 d•I c¡r1,po mT c"n ácido 
benceMulf6nico (re•cci6n colorid• - ~cop\a11ienlo podlivol, 

Lo• •rupos !5' q•1e no reaccion•ron Ulbrul fueron proltjidos Mdi~nle 
le ~ctllhcl6n tn prt1tncl• dt une 11tzcl• dt plrldin• (2,1 11\l, THF 
i0.6 1111 1 diMtll411inoplridint il0-20.11> y enhldrldo •cttico i0.3111•. 
E•I• 11ucl• 11 dtl6 rtacclonu con l• ruin• "°" !5 •in, •• el111in6 por 
fi llr..,ci6n y 14 ruint H l•v6 une vtz con 1tiridine P•r• rtpttlr l• 
rocd6n dt dulritiltoi6n y pro1111uir con el lituitnlt tcop\uitnlo. 

Un1 ver fine lirado ti ólt lllO aooPIMitnlo, ti oli•odeoainuclt6tldo fue 
• dettcOt>ltdo de la r"lna hacltnd<>lo rHccion•r con 300UI dt unt 

•oluci6n dt 2-pirldinaldo•IN-ltlr••lihi!•nidlna en un• •zch 
pirldina-•tu• (91 U por 24 hrl a lHPtrelure atlbltnlt. Al cebo dt Hit 
tlt111to 11 a1rtt1ron 2 al de hidr6•1do dt -nlo, ti tubo lt ldll6 
futrlHtnlt y 1t lnc11b6 a !50'C ltOf' 2 hn, Lot dholvenles fueron 
evtPoredo1 a 11qued1d con vacfo, I• resina y el olitonucltdlld" libre 
•• rnu11t1ndltron en 1 •1 de Soluelfln TEM 2o.tl iBlcerbonalo dt 
lrltlile110nlo 20lllll y ti olltonucledlldo 1olub\t H HPtrfl dt I• resine 
•diente flltrecl6n • trevfl de una Hila dt altod6n. 

f.I olitonuclefltldo libre " purlflcfl dt rHld•!OI conlHlnanlH por 
cr.,,.•lotr•lf• de ••cl111l6n llOltculer en Stphadt• G-!50 con Solución fEllB 
:?Otlll coao elurente, LH frecclont1 que c0f'rt11tond1n el 1trl•r pico de 
ebsorb•nela • 260n• fueron col1clada1 y evtPor•d•• • 11qud•d par• 
1to1t1rlor•nt1 •ll•lnar 101 tru1to1 prol1clore1 r11tant11 del 
oll1ot1ucl1Ólldo lncwando ~•In • t .. pereture ubl1nl1 en pruencl• dt 
2 •l dt 6cldo adtlco, El dllolvtnlt ful •••orado a Hquod•d con 
vaclo, r el ol11onucl1fltldn 11 purlflcfl por tlectrofort~I• 1n •el de 
Politcriluld• al 20lt, Uru 811 1n 1oluci6n TBEIX, elurondo el frat!M!nlo 
d1 .. 1 que contlon1 la banda de Mror p110 110l•c•!l•r, lncub1ndo en t 1111 
de a'llU.. a 37. e por 1!5 hrs. El oll1onur.leótldo H IOM•tl6 • 
cro11~to1r11fa dt lnltrcHlllo tónico en DEllE celuloH, le retina H hv6 
con 1olucl6n dt frlttlla•lna O, I" pH 9,0, r ti ol1c¡on1!cltÓlldo se dlir6 
con un1 •zcla dt frlet lluin• 2.1" pH 9.0 I Etanol 30i, Lo1 
dholvtnlH H ev1poraron • 1equed1d. levando 3 v1c11 con t1u• ultrll 
p4r4 ellalnar totelMnl• 101 ruid•!OI de lrlel llalnt. Fln•l•nl• ti 
olltonucloÓlldo •• rou11tendi6 en 200Ul dt Solución TE pH e.o ' 11 
dcler11ln6 la concenlrar.lfln por l•ctura de den1ld1~ 6Pllce • 260nm. 

El MrcaJt d•I olltor1ur.lt6tldo 1lnt•t1r.o 1e rHllt6 utlllundo 
¡f.32-PJ-Aff' i700(1 Ci/11111011 e~ h6topo radloo1divo, J I• enzlrn• 
Pollnucloolld" cina•1 de f4 ll37), l.1 purlflc•ci6n dt ''" 
.,llgonuclt6lldo1 11nc~do1 11 rull16 •dlanl• crum1togr1ft• dt 
lnl.rco1tllblo i6nlco tn DEllE-ctlulo•• \'39>, 
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V. ·-1118RIOIZ.\Clí.•!l RNA MENSAJERO CON RASIRl'~01lí<ES ESrEC!FICl)S CNORTll~RNl, 

A> Et1Ctroforo?sis dd RUI\ en condicioMs d~~oahJril i.i:.tnl~<; isobre geles 
de •9»ro"1 - fonn•ldehldo i89l. 

Para lñ ·s~P'~rtlci.ón d<?l RNA mcn-zaJii!rO di: hipot.U;;mc• d€ rala en b.ue a su 
pe~o rnolecuhr, se efe~tu6 1.:i th ... troforesis en g~l di? agaro-s~1 1n 
presencit de tor11111rkhido {8't'i. 0(" lt) a 20 ug d¿ fi:Uf\ fui:lfQíi s11m:!tid•lS a 
electroforec;h en g~11.1~ de .ag.¡rosAi al l,54, forJR-'lldet1fdo ~.2tl en 
s~luci6n de fosf•tos 20"" PH 8.0, Lu muutru de RNA fOJet'on 
preo~hnhd>< " 65ºC en presoncl• de forHmi~• 50% lde•loniMd• soLre 
rosin.1 A0501-M3l, lo.-maldehl<to 2.211, •ol11cl6n ole fosfalo>1 20~11 pH a.o, 
(1,002.'Y. iJe .al1d de bro111ofenol, O.ú02Y. J~ >dli:-n i:i.1111ll, inmt?di.1la.Ment1 
ante• de aplicar al ve\. lo< veles de 3mm d• 11ro1or se corrieron • 21) 
volh d•lMnt• ti hr. ''ºn so\ucl6n Je foshlol 20mf1 pH 8,0 COMO 

soluci6n d• dedrolorosi" recichd.1 • una v•lodd~d •l• 5 "l/Min, 

Bl Tran1ferenol'" a Nitrocelulosa e Hibridiudón li4J, 

lot 'll•let desn.t11ralianlet para RHA fueron lr4n1fnldo1 por 
"•llaridad • lll<lllbranas de nitroce\11los.i, sin Pr•vlo trahl!litnlo dd 
gel <intn dt tranoforir, La m .. llrana dt nilroce\u\osa .. lavó 2 vtcOI 
eon •tu• estfril , •• eq•Jil ibr6 con 1ol11cl6n SSC 20X ldor•Jro de todlo 
311, r.itrato dt sodio 0,3") anto1 dt tnntltrir ti li!lll. La tun•lortnch 
•• tftr.tu6 a hllPtratura alllbl•nte con 1ol•Jr. ión SSC 20X pof 
apro•iHda ... nte 3~ hrs , al ""b•> de este tit111Po I• nitrocelulou te 
secó al 4lrt , H hornttl a l30"C por 2 hn con vacto. 

!l.l!!!!~ión ~ tl ~ '1!. !!!!! '1!. ~Jl.!..112 d.!. r•h,_ 

ta prehlbrldirar.lón •• llevó a cabo por 12 hrs a 42ºC en 10\ueidn de 
fot"-ld• al 501', SSC 5X, D-.riharh 5X 1Denh4rh 50(1 f koll 2X, 
polivlnil plrrolldona 21t, alb•Jtoina 14rir.a bovina 2ltl, SDS IV., fotf.llo 
dt •odio , potado ~ pH 6,9 y IOOug/111 dt üN.11 dt ••Ptrma dt ul•6n 
<•onlc.1do y desnaturalizado• 100-C por 10 11inl 190), l.a hlbrldizo1d6n 
ot re41iró en la 11h1N 10\iJdón con <iproxiioaolaenlt 0,5 • l.OX lú1 

cp•l•l dtl r.J)IA 1urcado con -C32·i'l-dCTP por "nick tr•n1ht Ion• ldt 10 
a 20ng/•I• ver ab~Jol (inserto de ctlflA pur 11 icado por la Q,f·,(j, Rou "ª· Urlbt 1/, l inr.ubondo " 421C por '13 hrs con ·•9il•d6n. La tntmbraM se 
)AYÓ • tCMP•ralur-a a111bient111 2 Vi!Cel por 10 Min 1:on 1ol1J1:i6n S~ 2X, SílS 
0.11' y 2 vecet con 1oluci6nSSC0.1X, SDS O,llt y H •>.puso a 
autorr.tdlografla pl)I' tle11Po varhble • -70 • e ~on p.¡nl•lh 
lnlansific.tdora, 

2!, !:! ~.!!!rJ!I! '"dón !!tl fil!!\ tº-~ tl ol19onuoleólido J.!..!!..lt!.1"9. !9.9! 
!!!1.•ftd'-9.i9. ~. d1!A '1!. Lfl!l•_ 

t.a hibrldiz~dón 10 ll@v6 11 cabl! por 24 hrs a 37ºC en sl!\uoión St"T U 
(Cloruro de 1odlo 0,9", EOIA 611111, Tris-HCI 90tnl1 pH 7,5¡, Oonh.arts 5X, 
SDS o. S\ V l. 2 K 1 o CPM/ml d• I oligonucleótido IHI C•dO ''º" 
f{:~2-·Pl/\IP. /\nto• de hibridl:~r. h m•mbr•n1 f•Je prP.híbri•li?.ada a 37ºC 
por 3 hrs b.tJo l•~ •ilfn.15 condi~lon!l'ir e:<~eJJtU~nd•l el otivon11chótlr10 
m.treJtdo. Un.i vez hibridiz:td.t, J.¡ membr-1n.1 ~" lavó 2 ve•:et por t 1nin c•:in 
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solución SSC 6X • dhtlnh• te1111>1r•turu (91). L• Mllbr•n. H expuso• 
eut.,rred iotr•fl• por tl•11110 var l<lbl• • -70 • C con p•nhlla 
lnlentiflcAdora, entre c•d• i.vado. 

to.o controln de PHO •ol•cuhr, 6u1 d• RNA rlbo10111•l de euc•rlotu 
(RNll da cerebro da r1l4, fr.1cci6n que dure con 11t1 tal d• 01110-dT 
celulosa) r A* ribo1<i111I da procariotes <E coll.l fueron IOMtidos 1 
electroforuh en tel d• a1arosa - foruld•hldo r tr1nshrldo1 a 
nitrocelulosa. Una vu hornoade le nitrocelulos• el A* se tillo con 
une 1olucl6n de Azul de Mlileno el 0.00.X en ..,.tato de sodio 0.'91 plf 
4.0, por S •in a te1111eretur1 _..ient• <791. 

Cien nenotr...,1 del Inserto de cll!M puro (pyrlflcedo par 11 Q.f,8, Rose 
Ka, Urlbe 11. 1 fueron Mrcedos por •nick tr1n1lat1on• 1 Htuche 
c-reial de MlrshMl utilllando 7SuCI de •(32-f'l-dCTP <7000 
c11-u, Sul de une Miel• de dllTP, dOTP' TTP UahU ' 2.Sul de la 
•nll• llNA POllMra1a 1 r D!Ma1a 1 en un vol'*n final de :zsut. La 
reaeei• w l11euN a IS'C "or 2 hn r la reaeci611 H 11ar6 adicionando 
lOul de EDTll 0.91"" '·º· El cll!M .. PUrlfic6 de 101 nucl•6tldo• 
rHtlfttH 91dlante cr-lotrafla H colu.n1 de S.phade• O-SO tlurtndo 
cot1 una solue1611 clt Trh-ICI llOllll plf 7.S, cloruro de •odio !so.ti, EDTA 
lo.ti, sos o.1i. 
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VI,- 0\'AR!ECTDP11A DE RATAS llEMCRA f'OSTPUOERES V TRATAMIENTO CON 
ESTROGENOS V PROGE:lfERONI;, 

D~bido a los re~111tado!i negativo51 obteni'1o-. con h inm•Jnorret!ipltacldn 
dtl precursor d• l.ltRH •inletiudo a po1rtir dt mRNA de hipol.\llllO dt 
rata m.1cho, H tr .. ttl dt incrtmontar la Pl'OflOrci6n del mRNA dt LltRH 
1011etitndo ratas helllbra1 o1I tratHitnlo con utróg•no1 y proge•ltrona, 
condkione1 en lu cudu •• ha podido dttedar la bio1lntui1 in vivo 
dt LHRH <731. 

Cien ralu htllbra po•tpubtru dt la cepa Wiltar •• 1a111titron a 
inttrvtnd6n q1J!rur9ica bajo •nHIHI• con tltr. L.. ov .. ritclo•ia 11 
11ractic6 bllaltralMnlt, tli•iMndo total•tnlt ti ltjldo ov4rico r 
litando el 6t1ro. A las tr11 11Nna1 dt la OPlrae 16n se in11et .. ron 
(),()21tg de b1nzo1to de utradiol 1n aceite •lntral (200ul) por vfa 
1ubl:utanH r -1 lu 48 hrs dt la do1l1 di utradiol H •d•iniltraron 2 .. 
d~ ProtHltron.s 1n aceite •lno.ral (200uU por vfa 1ubc•!lanu. A 1 ... 6 
hot"a1 dal óltillO trat.l•i•nto, 101 .ani•aln H 1acrificaron 11or 
dtc4111la~l6n, 11 uti·a)tron 101 c1rtbro1 r H dltec.aron · ¡.,, 
hi11ol41M01, divldltndolo• en 4rH Prt~tioa <arH tn donde •• 
tneu1ntran la Nyor parlt d1 101 cuerpo1 n1uronllu a LHRIO e 
hipol6la"" polltrior. Lo1 talldo• fueron al-.c1nado1 a -70'C hHla 11 
-nto dt rHliHr la pr1Par1el6n de ANA. 



RE$lJL TADOS 

1.- OBlENC(l)N DE RNA 

Al.- "ACR0!1ETODO DE IJBlENCION DE RNA, 

ton el oti)elo d• obl•ner RtlA 111e"uJero 1 .. nto de hlpoUlu> como d~ 
cerebro eMlrahlpohU•lco u cantidad •uflcl1n\1 y dt purou t 
lnletrldad ntr.t•arlu para I• roaliur.ldn d• e•PtriMnlo• dt 
lr•duccl611, llnlHI• dt cllNA • hibrldizacl6n, u obtuvl.ron varlu 
pr•P•r~lonn de RNI\, Par• la pur ll lcaclón dt A™' a pulir de una •lt• 
cantidad de l•J ido H utilizaron do1 melodolo11lu prlncipelMnl.. El 
Mftódo de purificación dt Rw. q•Je utiliza pr1dplhclo:>nH 1trlad•• on 
pr11tncla dt hldror.loruro de 1u•nldiM 1ew11ido d• un• Hlrar.cidn 
cloroforMO/bulanol, y el .. lodo quo •Jllll•a preclpltaclonn tn 
prt1tncla de hidrocloruro dt ¡•Janidlna , tratamlonto c•>n Prolelnasa K. 
De ubo• .. lodo1 ti 11u1 rH•Jlta Hr MI •lic ltnl• •n cuanto a 
rendl•lenlo1 •• ti Mlodo dt purlficar.ldn con hidrocloruro de 1uanldina 
- ProlelnaH K Clbl1nl1ndo11 rtndi•ltnlo1 dt SOO a 800ut de RNo\ total 
por tr .. MO de l•J Ido (tabla ll. 

La 11urlflc•clón d• lltlA polUAl a partir de RNA total se rulizd 
.. dlanl• crOMl.,.rafla dt aflnid4d •n olito-dT ctluloH. Los 
r•ndl•i•nlo1 <t>ltroldo1 varfan do l50 a IOOut de RHA poll<A>+ por 9r11110 
lh tejido <a partir de RNI\ total p.,r lf loado por el Mtodo dt 
hidrocloruro dt tuanldlna - Prottlnosa KJ lo qut corrHponde a 
epro•l .. duienl• •I to~. del !\NA lol•I. , dt 7 a 9.'5<.111 dt RllA poll<A> .. 
(purificado do1 v1ct1 1ucoivu por cr011alO'lr11fa en 011110-dTceluloH) 
por 11r-1MO de ttJ Ido, lo que corrupondt a aproMIHd-nlt ti 1. S al 21 
dt I RHA total (tabla ll. 

111 efectuar un análhh dtl ANA poll<A>+> •edianlt •l•clrofor .. 11 en 
teles do1nat1Jrallzant•1 d• Poli•oril••ld1 51t, Urn 6", •• ob .. rv1 q•J• 
ti RNA purlfteado por Milo• Mlodo• •• ololl•n• Integro <no d•tradado) , 
al Parecor libre d• llNA conla.lnanle (del•r•IMdo por dleolidn total 
dtl i.M con DHA•• ltbr• d• RllAHl (fi¡ura 4l. 

Bi .-Ol!ITENCIQN IE RNA TOTN.. EN PEQUEMA ESCALA. 

Uno d• 101 obJellvos en el estOJdlo dt I• blo1fntost1 d• nturc..,fptldo1 
u 14 cu1nllfle•cl611 d• 101 nlv•ln del MRNA ••P•clflco q•Jt oodllka 
par• cada pfplido, en hlpolalat1101 de •nlmalu bajo dilltnlu 
oondlclone1 fhtolótie.u y txp•rlmonhl... P•ra HI• Hl•Jdlo, •• hace 
nec .. urla 1 .. 091irnlHoldn d• I• 11eloctol09fa de purtf lcaoldn d• llNo\ a 
partir de teJ Ido Proveniente de un •lnlllO de 1uJ•lo1 eKPtrl•tnlalH. 
Pira oto, H rullzó un .. tudlo 0011P•r1tivo de 111 tfcnlc-11 d11crll11 
de purificación dt RNA totd, 1 partir dtl oquiv•lenl• a •Jn hlpot'1•Mo 
.i. r.ta. O. .. 1. 01ludio, •• obHrv6 quo .. 1 Método q••• ru•Jlla ••• 
tflcl•nte en cuanto a rendimiento d• RNll lot•I, ,., •I llilodo d• 
purl lle•clón dt litv. oi toP1'••ko, dando rondi•lenlo1 1 indo• d• 1119 de 
RtlA total por gramo de l•Jtdo lt•bla l), Sin •lllbor90, debllfo a la 
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aunncla de lnhibldoru potentu de 11 aollvidad de rlbonuo\u•u 
durante h purif ioaci6n dt\ RNA, H h•c• nec•••rlo .-oal izar I• técnica 
d• uu mane.-• culd•doH Para pr1v1nlr \a d•11r1d1cl6n d•I RNA (figura 
5). El RNA r .. u\hnt• contiene ""ª 1\h pr0florci6n dt tRNA que H 
oopur if lea con el RNA MnuJero y el RNA ribo1oul, lo que no 1ucede 
11tdiante el u10 de 101 otro1 Mlodos d• purificación de RNA, Lo1 
rendl•l•nto1 obtenidos con e\ Mlodo de Tiocianato de Guanidina I 
Gradlent• de Cloruro de Cesio ion ll11erU1ent• Mnoru Habla 11, 1ln 
•llll•rgo, el RNA H oblitnt tnlec¡¡ro tn todo• 101 ca101 l figura 5), 
debido a la alta c.¡paoldad dt lnhlblcl6n dt ribonudusu. A peur dt 
que 101 Mtodo1 que utlllHn hidrocloruro dt 11uanldln1, y y.a tea 
trat1111iento con Protelnas!I K o ••tracción con clorofor110/but.lno\ 
rc1ultan Hr tflcl1ntu para 11 Purlfic1cl6n de RNA 1 P•rllr dt •l1 de 
1;n tr•llO de tejido, no u Hl• el c110 cl!ando H parte dt un hlpoUlallO 
de rata. Lo1 rendl•lento1 de RNA tot•l st ven .uy dh•lnuldo1 Habl• 

• ll, prob.tllet1tnte dtbldo a perdldu durante 1•1 precl111t1ciont1 
Hrladu, lin Hibar;o, e\ RNA ruultante H obtiene lnte1ro U l1ura1 5 
y 6). E.I RNA purificado por uto1 4 .. toclo1 H obtiene en todo• \01 
ca101 llbre de DMA cont•lnante l fltura 6l, 

h podble purificar llMA polH/li) a partir del • clt01116Hlco 
ruultente de l• 1111rlflcacl6n a Partir de un hlpotll- de rata, 1ln 
ellllerto. dada la bel a cantidad de llNll 11011 l/li) ..-ie H obtiene U • Sutl 
no u 110111111 rHliHr una c111nt1ficaeldn pr1cl11 del rendl•ltnto 
•diente 11otur11 di den1ld•d 611tlca en ultravioleta. 

11.- TRAllUCCltW DE Rllll EN SlSTEllt\ LIBRE DE CELIA.AS. lNlllNOPRECIPlTM:ION 
CON MTICIERPOS MTl-LMRH. 

Con tl objeto de deter•lner tl pe10 molteuler del precurtor dt la 
honon. liberadora d• la hor110na lultlnlHnt• lLHRHl, RNA polllAl de 
hiPot'1ao d• rat1 y dt pheenta h11111.tn1 fueron tradueldol en dos 
1hte.a1 librH d• c•lu\a1. Lo• producto• dt traducción fueron 
ln1111nopreclpltado1 con dos ant1c1;arpo1 capacu d• reconoc.r HPtclH de 
LHRH de .. Yor PHO .alecular, Dupuh dtl •n6lhh eltctroforftlco en 
,.,.. de f'ol11crll .. lda·SDS del .. ttrl•l lnaunOPrecl,ltado, no1otro1 
d"t1ctaiao1 en Mbo1 teJ1do1 la pr111ncl1 dt una prottlne de 50,000 
d•ltonu reconocld1 por el anticuerpo No. 1076. E1t1 ,fptldo no fue 
detpl .. z.do por un ncuo de LHRH •dlcloMdo durante \a 
inMUnoprecipltaclón, y parer.ló .. tar pruent1 •n cierta< UPt~IH en 
donde no 11 h• reportado l• prtHnola de LlflH, E•to1 dat.os d•Muutren 
que d llRNA dt UlRH uta pru1nt1 en preporcl6n .. JY ~•Ja en hlpo"l.,.o 
y placenta, y que la nn1ibilldd de .. tt enHyo no H lo 
1uficlenl1•0.nte alta pera detechr Hit ,nourtor l"Alttoiph to 
1-.n•>Prtcl,ltate lht LHRH Precursor Syn\hnlz•d In C..11-Fret Sy1h111•', 
Coti1n, S., J.L. Ch1rl1, L. Dlaz de Lt6n, R.P. "lllar, A, Arl•ura. ".R. 
llorrhon y P. Jo11ph-Bravo, Braln Ru. 81.lll., 16, 309-314, 1986), 

Debido a 101 rHult1do1 n11atlvo1, d1eldi.a1 lnt1nhr la 
in1111nopr1elpit1cl6n con ant1cuo.rpo1 •onoc\r.md4S entl-Ull1H utlllz.tnd>l 
el lllRNA proveniente de teiido en condir.lene• en les cualc• r•rer.o est4r 
enriquecido 11 MRNA pa.-a LlflH (73). 
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la r;it-1 hi?mbra pa"tet·ior a h ov.¡re•:-tornl<:i y tr.1tarni~nto r~on estr6g~n·~s 

y proCJe"Sterona 03), esto, di?bido .1 1.s indtJ•'Ción -irtifi•:i.il del r:-i~lo 
ov~rtco. Este aumento en 1• bio-stnl@ti'i dll nQvo 1JEI LHRH podrta ser un 
r•tteJo de tJn aum@nto en l.J 1lnte'5is de 'S•J pre.:1Jr~i:1r Y 'SU 
procesaniiento. Con 1111 obJ~to dt 11Jment<1r l1:is niveles dll!l pritcurs1:ir de 
U~H y f.1~ilit.1.r di? esl-' l'aner• su d~lt!r.:clón ~r.in •ntit:uerpos 
<>speollico1, H ovarleot<>11iz•ron 100 r•I•• heull>r• po•tpuber.. y •• 
trataron con "'tr61eno1 y prog .. teroM. f.l RNA d~l áru prt6Ptlc.¡ 
(rt9l6n dtl hipo\lhmo en d•>ndt ••hn h Nyor P•rte dt l•>1 c1Jerp•>1 
neurondu • LHIUI (93)) d4 h• rata. ovariectomiz•d"' fue ulillMdo tri 
101 es\udlot dt in11Uno>preclpit•cl6n dt pr•>d•1cto1 do tr.•dtJ<ei6n con 
•nticuerpo1 monoclon•lu. 

Pera la in11Unopnr.lpihción d• lo• prodtJd•H do tr•~ur.dón de RNA d• 
hipotáluo con el anllctJerpo 11onoclon•I anti-lHkll llKl-2, P• h1er•111enh 
se 'titularon las preparaclon .. do RNA polilA)+ de aru rreóptica d• 
rata1 ovarioctotlhadu, dt hipotélllllO do rata ma"110 adulto y dt corebro 
eMtrahiP•>td6•ico dt rah Ncho adulto. L• trad1;cci6n H ll•v6 a c•bo 
utll1:.1ndo liudo de reticuloclto dt coMJo comotrcial m1w Enthnd 
Nuclear) y 20uCi de C35-Sl-Metionlna como •mino6cido 11'rcador, En la 
fltura 7 se observa •I patrón proteico y I• int•trld•d de 101 produ•!to1 
de traducci6ft de ulo1 3 AMA NnHJtro1. La actlvid"d dt tnducci6n de 
esto• prep.¡racionu de ANA, expreude colllO redioacllvidad Incorporada • 
protelna prec lpltab h por TCA, u cu.\\ro vecu 11ayor que l• 
incorporación que H pruenta al no adicionar RNA exó1tno el 1hteu d• 
traducción !actividad b•"'"· hr• la in11unopreclpit&ción d•J l"• 
productos de trad01cci6n coro el entlcuerpo 11011oclontl B1<l-2, H 
tredoJtron lOuv de RNA politlll+ de 6ru preóPtic• de ratu 
ovolrtc\Ollizadu, !Out dt ~11A poli(llJ+ dt hlpo\al.•mo de r•l·I Hcho 
adulto y ~9 de Mio\ poli !AH+ dt cerebro exluhipotaU•ico dt r.a\.I 
INCho adtJlto. Lo1 producto1 dt traducci6n de cada RNA '4 dividieron en 
2 p1rtn ltualts ltl equlv·d•nle " 2 K 101 cp• lncorpor•du 1 protelnal 
y H Incubaron con 120nt/•I dtl ant lo:11erpo monocl•>nal .1nti-LHRH lltJ.-2 
puro, en prtsencl4 o ausench de 10.Jg de LHRH 1lntHlr.o !Braln. Ru. 
Bull. 16, 309-314, 1996), ll"'P""' d• 8 H•anu d• e.po1ici6n dtl gel a 
fluorograf(a, no •e ob1trv• buda al<J••n• q•Jt ptJdltra corruponder al 
'fptldo precurtor d• lHRH U•>.OOO daltontsl o• otra upeci-. 11olocu\ar 
reconocida por el 10\lcuorpo llOnoclonal dentro d• 101 produr.\01 de RHA 
dt 6rta preeil>t lea dt rat.n tr<1tadu, dt hipot6lao de r•h, o de 
cerebro extrahipo\al6Mico (f19ura 81. 

111.-SINTESlS V CUlNACION ilEl DNA Cot!PLEl1ENTARIO. 

Con el objeto dP. estudiar la bioslnto;I• d• neurorfptldos 
hipotaU11ko1, H phntt6 14 ••tiliaci6n dt la 1M\01fologf4 dt ütlA 
reco:obiMn\e P<1ra podP.r caracltriz•r 101 •11ns<1Jtro1 que codiflc.¡n par• 
14 1lntois de TRH Hf co..o do LHFIH en el hipoUlal!IO de la r•ta. El 
protocolo de tlnt•~I• v cloriación dd D!IA 00111plHont.ar'lo d• hlpot4hM 
de rata se ilustra en la f i9••ra •· Uroa vez .. talol•cido, 1e propu•o 
optlml•ar ohrlo>t punto1 del protocolo inicial, P.nlrt 101 cudo1 uta 
la dntesis de l.a primera c.¡doM del cDNA. 



Al,- PRl11ERA CA!eUI DEL c!JNA, 

Para tener un alto nÚll\ero de recomblnante• dentro del banco de cllNI\, 1e 
propuso establecer ho condlclon.s para obtener un rendl•lento •lto en 
1• llnt .. 11 de l• prlMra ced•n• del cDNA, par• de ttt• ••nen colM!nzar 
con un. c4ntld1d 1uflci1nte de cDNA para 1u clonación. Clerlo1 reportes 
<821 1u1leren que .. 1 ehctuar l• 1lnte1il de lt pt"i111er4 caden• dtl cDllA 
en presencl4 di ActlnOMlcin• D, 11 obtienen 110lfcul11 de c!JNA de uror 
ta•ño, Y• que 1• tran1crlpcl6n H favorece h•cl• el extroMO 5' 
ltnlnal del ANA ..... utl llz• COllO u,.1 .. do. Par• I• OPtl•IHcl6n de 
le re.-,clón de 1lnt11h de I• 11rl•r• cadena del cDNA, prlMnMnle 11 
probó lt cnzlu tren1crlptu• reveru del vlru1 de •ltlobluto1h 
•Vial, en au11ncl• y pre;encle de IOOu1/11l de Actln0111lclnt D. Pare ut• 

• tit11hcl6n, se utilizó un •lcr09ruo de RNA polllAI•• de hlpotáhMO de 
rah coMO te1111hdo y 10 unldMH dt enzl•• llran1crlptue rt"rse, 
Boherln"r lltnh, 1 por •lcrovr•MO dt AMA b•lo I•• condlclonn de1crlte1 
en I• 11ccl6n de •todo1. "-dlanlt tl en•ll1h de 1• eflclencl• de 
rHccl6n por lncor11oracl611 di radioactividad • llill •copiado • filtro1 
de lntercnblo 16nlco 11[81, te ob11rv• que en 11r11encle de ActinOlllclna 
D H obtienen aproKllNd-nle IOOnt de cDNo\/ut d• llRMo\, H decir " 
obtiene un rendl•iento del IOl <k 1lnt11h del cllill, •lentrH 'llJI 101 
rendl•ltnto1 de trenscrl"'l6n en •usencle <k Actlnot1klna D, ion de 
!SOnt <k cDNA/ut dt 111\Mo\, 11 decir el 51 de 1flclencl1 di 1lnt11l1 de 
cllill, Allaunl••nte ti teuño prot1tdlo dtl cllNA 1lntetl zedo en 
pruencle dt Aetlno.oclna D 11 littr•tnte uyor 11ue en ... sencle de 
Actln011lcln• D \tlture 9l, 

Dado llut la eficiencia de la reacción no 11 lo 1uficltnt1Mnte 11te, 11 
rnllró une tltulacl6n de la tren1crl11t•H reversa a concentración 
variable de enzlu, utlllHndo enzlNI de dl1t1nt•1 c•1•1 c0Mrcl•l11, 
Para la tlt•Jlaclón dt las enzlH•, 1t utilizó un •lcrovruo de RNA 
polllA)++ de hlpoltlUIO d• ni• COMO te11Pldo, y todH lat rHr.clonu 
se rt•llz<1ron en presencl• de 50utl•I o IOOutl•I dt Actlno.lcln• D. En 
h hblo 2 11 111Jetlr4n 101 rnullldo1 di este tltulact6n.S. observe que 
el nndl•l•nto tn 1lnt11h de le prl•r• c.adtnt de cDNo\ eu11tnte 
proporclonalMtnl• a I• conctnlracl6n ulllludo de I• enziM. S4 
obHrvo que I• actividad lren1crl11Clonel de cada enzlu 11 v•rl.abl• en 
cado .nuyo, y que I• actividad tr•n1crlpcional .a1 alta por unld•d d• 
enzlM s• obtiene con le lron1crlploH revene de vlru1 dt 
•l•loblulool• dt •ve provtnlenle d• 14 ca•i Clllltr~t•I Biotech. En 
gen4ral, 101 rendlmlenlo1 variaron de un 10 • un 30i de ltnleth de I• 
prl•ra "'"dona de cDNA, tiendo 1i9era11tnle uyorn cl!ando I• 
c<>noentraeion de Acllna11iclna Den I• rucei6n u de 50utl•I. L• ligur• 
10 Muulra el •nUhl\ tlectroforftico de 1•1 di1llnl•• preperaelonu 
do cDNA c"denJ tencille (c!JNA-c1>, oblenlendo11 en todos 101 c4so1 
110Uc11h1 de alto p110 110lecuhr <•lt de 1,500 n•Jde6tMos •n 
prOMdlo), 

Pare le crHclón dtl bonco d• cDNA de hlpol41.all0 de rat.I, l~ Pri••ra 
cad•na del cDNA 1e slnletltó •partir d• 5u9 de RNA polHAI+> on 
pr .. enr.io de 50uglal de Acl lnot11lcln• D, 15uCi d• •[32-f'll-dCIP (70•)(! 
Cl/MOll Y lúU dt tran.erlplas.a reveru l.Llh 5"1.l por •icro~ra.o dt 
RN.~. ero un vol•.111•n f ir1al di! IOOul. El rtr1dh1lonlo de 1lnlosh fue d•I 
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18'1., oLten ler1dose 665ng de cONA· e• a un., ad l vitlad especlf ioa de l .<)2 ~ 
106 cpM/1J9 C0,58611Cl/u9 de d•NAi, 11edianle el analisii electrofo)l•ftico 
en 9el de Acrila11id-1 5),, Urt!.t 6t1, '3rl obs!i'rVó qua al cUUA e"D 1n1y1:,r· d11 
1,500 nuole6tld,.,• en promedio dig1Jra llJ, 

Bl .-S!NTES!S DE l/\ SEIJIJtlOA CADrnA OEL c{INA. 

La •ln\oli• do 1 .... 91,nda cadena Jol cllNCll •• llevó a cabo utlli•ando 
aproxiM.ldaMent• 060n9 •l• r.C•NA cadeno '""d 1 h cooo te11Pl1do. La 
rHcolón •• llevó a cab•> prl•eramente 111cdiant• i. poli..erlz .. clón del 
DMA con el tra911entn Klonow de 1" •nzlma DNA pol1111erHa 1, en prHencla 
de 1!5uCI do •C:32·Pll-dCTP, ••g•Jido d• 1 .. ln.,ubad6n ~n prtunc i• d• 22 
unldAdc' de tran'·~riptas-1 rev11rs .. <Lit~ Sel.> P•r.a f.tv.:irecer l.t 
e.tt11cl6n h..,ia el utremo 5'det OOA. El rendi11iento de •lnt•11• de 11 
••ehr1da caden.a del cllNi\ fue del 45'1., obter1lendo .. .apro•i111.1~amcnte 31ún9 
de DNll con una actividad ••Po?Clfic.a de 0,5/81JCl/•J9 d• 011/\. Para 
au1110ntar la cantld.•d de moleculu co1nplelu de cONA J•:>blt cadena, H 
rHlitó uu 111unda rueelón de pol lo1eriz.ación d-.1 DNA con el fr.a1Hnto 
Klenow de la enziu 001\ poliMraa l, por 2ú hro a 15•C en pre.encl.a 
de dATP, dCTP, dOTP y TTP no r1dloacllvo•, El .anlilhh declrofor•llco 
tn gol de Acrilaidl 5'Y., Ure1 8lt tn tol•1Ci6n TBE n Muutr.a 1.a 
eficlanci.a de 1tnloh dt l.a 119unda cadona dt cONA, obHrvandoH 
110ltcl!l .. de cllNA doble cadoM de alto peto 11ol1c•Jlar Ui9ura ll"t, 

CJ.-DICJ[SllllN CON Nl.tClEASi\ SI. 

Para obtener 1110l6e11la• dt cOOA doble c1d1na de ••\reMOi rnl!r1do1, H 
hac• ntc•Hrlo •ll•inar h• ••cuenciu c•d•n• Hnclll" que rutan 
dentro 1le e.tao 110l6c11l"' \por eJe111Plo, la horquilla cad•n• Hncllla 
11u• H forH c""'o arl•lacto de I& olnte•i' d• la pd11ora c.\dtna d•I 
cllNAI, L• •ll•ln.aclón de \u "cuenciat cadtn• "ncilla st ofeclu6 
Mdlanlt la dlgettlón con ~cleau SI, Pal"I dehr11ln1r la c.antldad 
6Ptl1111 de ontl.a necesaria par. hidroliur la• Hr.uencl" caden1 
sencl \la en los ulre10os dol clltlil doble c4dena, te tllu\6 11 Nucloa,. 
Sl (BRI., !500 U/111, un1 unld•d hldrolln lu9 de DNA dttn1toJulludo en l 
•In a 3¡• Ci a concentrar.Ión v.arl1ble d• enziu, utilizando 
.apr0Ki11~d•Mnle Sng d• cDNA-dc COllO 1uslrato l4,000 CPM incorporad"' • 
DNAI. Lo1 1·esulladot obtenido• en c•unlo 1 d•cr•Mnto dt .-..dloactlvidad 
incorporad., • DNA (por ar.OPh'11P.nlo a filtros de inltrcubio iónieo 
DE8ll llUottr.an que a partir de uM conctnlrocl6n de IU/u9 de DNA, huta 
5000 de enr.111-1 /ug de DNA dt.11lnuYO .n t.,dot lo• cuo1 en un toi 1• 
radioactividad lnoorporoda a llNA con re•P•cto al DNA no digerid•), ... 
l"'dlante anOhh •hctrofor•llco en gel de Acrlla01id.a 51t, Uro 1311, st 
ob••rva que .e partir de una conc1nlr.aci6n dt enzl11a dt !50U/u9 de 00/\, 
disminuye la lnltntld~d de la banda d• cDNA de alto P••o 110l1cuhr, •In 
ubargo no te ob.erva el barrido en el <¡el, In que po1ibl-.••nte 11 deb" 
a la hldrólhil parcial del DNA doblt codena \li9ur.a 121. 

Una vez lil•Jhda h enti11a, 1e digirió el cONA restante con 2~•0U d" 
Muelusa SI, en un vollunen find de 50ul (•proxlro-'d•!Mnlt 200U/ug de 
cDNA-dc), lledianle el anUlsi• d• lo• producto• de dl9e>tlón en 9cl 
de1notura\lz,.nte de Acrt lamid·' al 5'1., U1·u 81'1. te obHrva qu• h 
dhtrib1.1ci6n '!n tJm.1ño t1!?l cOMA se ve 1h~1nin•.1.tdo al digerir 1~vn la. 
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Mur.lusa Sl. debido a h uparar.\ón de amb"' cadenas del cDtlA por h 
hidrólhh de lao ••cuencln c'!d•na <encilla lfi9••r• 13>. La •flcienola 
de ¡,. reacr.ión fue corrobond• ••diante b deter11iMci6n de 
radlMctivid•d inr.orporad<i a DtlA antes y de•pues de l• digestión poi· 
Noacluu SI. La radioactividad lncorpor•d• a üNA dl•min1J16 únlc<lm•nl• 
un 5% al digerir con la enziu, lo qut •uti•n que el '=DMll doblo ''•dona 
perun•ce lnlt;ro. 

D1.-llETILACIOll DEL cDNA EN LOS SITIOS DE llESTlllctlOll Ecollt. 

hra prote .. r al cONA d• la rntrlccl6n por la •nziM Ecolll cuando Hle 
•e dltl•n para v•n•r..r 101 extr .. 01 cohHlvo1 1obre 101 adaptadoru 
lint"4llr.01, •• Mll 16 el cDNA en 1u1 li\101 do rHtrlr.clón Ecolll 
Mdilnte el uso de la enzlu lteti l••• de EcaRl y S·lldeno11l llellonlna. 

·Pan c011Probar la •flcl•ncla d• la reacción, H M\116 lut de DMA de 
plH•ldo 11811322 •uPer•nrollado b•io 1 .. ahu1 condlciOMI de rHccl6n, 
para po1terlorMnte dl .. rlrlo con lOU de la •nzlM de rHtrlccl6n Ecolll 
por l2hr• a 37-C. 11edilnte el ª"'11•11 del llHll en etectroforHh •n 
1111n1 .. 1 de auro1e, 1e obHrv6 - el ONA H protet16 total•nte de la 
dl .. 1tl611 11or Ecolll (fl.,r• 141. 

El,-f'OSFORll.AClOM DE LOS ~TMJORES DE Ecolll. 
llD#lfTllDOllES M. cllN#I. 

llllOM DE LOS 

Lo1 ad1PtMlorH de Hcuencla de reconocl•lento por I• enzl•• d• 
rutrlccl6n Ecolll (dntetiz.cto1 por I• Unld•d de SlntHll de 
l11cr0110l4c11le1 del Centro de lnvHt19.cl6n 1obre ln .. nl•rl• Oen4llea y 
Blotecnolotla, l.IWll fueron fo1forUado1 en llrtHncl• de lOllCI de 
[32-Pl-llTP con la enzl111 Polinuoleótldo ClnaH de T4. Par• COllPratiar l• 
eficiencia de fo1forUaclón r litación, 101 ad1Ptador•1 H litaron 
entre 11 uti \Izando lol unldedH de DNA litas• de T4 (Bclltrln1•r 
l1anhel11l. 11edl•nte el •nállll1 •l•ctroloretlco •n t•lH de llcdh•ide 
11 20%, Uru 811, H ati•ervd 11ue • puar d• fo•forllar1e lo• 1daptad..,rH 
de Ecolll, ciertos lotu de la ••ZIM l'ollnucleotlclo Clnu• de l4 
lnhlb•n l• reecc ldn 1101terlor con la enzlM DtlA ll1•u. ll•l•h110, H 
obHrvd que la eflclencl• de 11 rucclón c"n la !lNll llt•H dep•nde .101 
lote de 1daptadoru d• Ecolll esl cOllO de 1u 11ureza. lo• rendi11lontM 
MI alto• en cuanto • unldn de lOI adapt.clore1 de Ecolll •e obt•Jvl.ron 
Mdi•nte el u~o cOllbln1do de 1 .. tnzl111s PollMr.leÓtldo Cln1r,a d• T4 de 
I• cau Blohbs, y la DMI\ lltH• de T4 de Boherlnger "•nhol• 
<ru111l•dr,; no •ostndos>. 

Con el at>Jeto d• lltu 1tcoonclH ter•lnalH cohHiv" de Ec•:iRI al 
cDMI\, 10 plco110la1 d• ad~ptadorOI •1• Ecolll (c11yo1 et1tYetoo1 fu•r•·• 
prevlnente fo1forlladr,¡ con rC3~·Pl-AlP1 fueron lludos •l cDNA b~)o 
l.n condlclonn d"crllat en la •ecr.IÓn de 1Ñtodo1. 11edlanl• d 
an'1hh •ler.troforét.101> del cDNA H 9•1•• de llr.rll.uiid,, •l 20'4, Uru 
9'1, IP. otacrva la uniór1 d~ lo-s •d.aptadores de E~oRl .al ctflA, q1J11t st'.' 
denol4 por el ~l111ento en la Intensidad de 11 banda que r.orruponde al 
ctlNA radlo1ctivo, observando.e tamblér1 l• h9·>ción de loo •d•rldore•, 
entre sl, forMndo 11Ultl•ro1 (flg•ir• 15>. 
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F). -OIOESTION ce~ l.A ENZIMA DE RES fRICCt1lN E•,oRI. 

D•do que h union covot1nt1 de lo• ad•phdor•• 1 l<>I 1Mtremos d•I cDNA 
tnvollJl~r• l• l tga1~i1:\n de uno o "',¡' ~daphdoret i?n ~mb•ll extremo1, se 
hace neee~ario digerir el prod1Jcto di! 1.:i re.Jceiún con l" enzhni de 
rnlrlcdón Ecofel, p1r1 •liminor ol 1Mcuo dt adaptadoru, u{ co1110 
pira obttnor •olicul .. 1 de cl'JNA con 11<tromo• cohesivo1. Lll dignll<>'n del 
cllHA-ad.,tadorn Ec.;fel •• lltvó" cabo ''º"° •• ducriht otn 11 stcción 
de ... todo•. 11€di1nh el an.llhi• eltctrofor4llco de 101 produl0\01 de 
dltHtlÓn, •• obstrva que la dlgo1tlón dt 101 adaphdo1·u de F.cc.f<l 
parece Hr total, '" 11ue •• observa lll dcs.,arición d• 101 ••1lt(11ero1 
tcnerado• 'or 11 rucctdn con 11 DHA 111111 (fl9•1ra 15l. 

Una vez diterld•)• lt>s 1dapt1~orts do EcofU, el cDNA d• utre1001 
cohesivo• con secutnela dt Ecolll fue purificado de 101 ad.,tadoru en 
••ceso Mdlante cro1utograf ía dt 11<el111i6n ~ltculllr en Scpl11dox·G50, 
HPlr1ndoH do• ploo• dt r"dioactlvldad tluCd1 lfr1cclone1 dt 4 9ol11l, 
LIS fraccione• corretPondionlts d pri10er pico dt r1dlo1ellvid11d tlu(d1 
H colectaron y el eOIM fue proclpll.ado y analizado por 1hclroforult 
en •inltcl de ataro11 al 0.6'1; en soluci&n TBE 0.251', COllflrobendo IM 
Hla Hntra •u recuperación e lnte1rldAd !rnultados no 110str1dos), 

01.-EFICIENClll DE LIOllCION AL llNll DEL IBllCTERIOFMlO Atlll. EFICIENCIA 
DE Ell'llCAIUEllTO E INFECCION. 

11..so 11ue la abund&nci1 dt 101 RNll •1nsaJ1ro1 npec(ficos 11u1 codifican 
p&ra la llnl11h de TAlt y dt LlllH en el hipol&l.,.o dt 11 rata 
corrHPonde a una pequeña proporción del llRNll tot~l d1 ute t1Hdo 
('01lble111nte •nos del o.oti del lllRM lotall, H hec1 necn1rio 
obtener un hnco di! cDNll de alto nÚMro de reeOl!tbin1ntes. Et uso de 
bacteriÓhto• dt tipo la..,d1 COllO vector de clonación PreHnta v1riH 
vtnt&JH sotire el u10 de pUaldos, ya que H obtiene un .. yor nÚlltro 
dt recOllllln.ntt1 debido 1 la a1t1 eflcl1ncl1 1 reprodt¡cibllidad de 
Hpaculento del IJNll, La alta eficiencia de clon1clñn do. DNll hece 
posible la bu•-da dt clonas de clllA dt lllÍl1lo\ de baJ1 Mlundancl1. El 
~aclerlófa90 ) 1\ll es un vector dt upruiÓft c111az di producir en 1r1n 
esc•I• el peptldo •1P•ciflcdo por el fr•tMnto de lllA ln11rhdo. Es 
pollble d@ .. ta Mnera, hacer la busqutdll dt la clona ••Ptdflc.a 
•di~nte el uso de anticuerpos upee{f leos o •dlanl• el u•o dt •Óldos 
nucleicos COllPl~Mntarlos <84i. 

En bue a l.u "ªr4clerhllcAs que prnenla el b1cttrloh90 ..\9t11 cOllO 
vector de clonación, se 1ll1ió rullz.ar la clon1clón del c~A en ute 
vector, conlldon1ndo la postbl lidAd dt realizar la busqueda dt !.Is 
secuencias 11pedfl~H con ácido• nuleleot detectores <0U1onucl1Ótldo1 
slntetlcOI o cONo\l, o en ti caso de ser neut1v1 su detección, con 
antlc111rpos Hpeclflco~ que reconocl1ran al péptldo "ecunor. 

Con ti nbJtto de co:sprab.1r 11 •f lchncla de l19aclón del llHA p11eJero 
11 DllA del bacterlófaoo A1tll, .. r c0110 la eflr.ltncla de tllf'aeniento 
del OOA nconiblMnte y la Infección por bacllrlÓfa901, H lllÓ un 
fratMnto de IJNll de pla•10ldo (3kb, control del utuch•l al lflA dl1or Ido 
en su tillo Ecc.RI dosfo•fori hdo, ""dl1nll el anUllh 
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l!\cctri:ifon/tico de •Jn.t 4lic111.;,ta dt DNA ~n minic¡el d• 1it.•Jaros1 al 1'4 t!O 
soludó11 TI!€ o.:mx y llncin'n d•I te! con br01111Jro de elidir>, ,. ob .. rvo' 
q11e la reac<'i•{n de ligación •• llevo •cabo •n su tol•\id.1d (re•ulla•fo• 
110 111Mtra~o. >. Una vn ligado el DNA, u oaw1có deutro de cap•ides dt 
b.Jcterió'f.¡go de tipo l<lmhd-1 l~stuch• 11 P-1c~.tg111ntw, Aur1h.1•>, y un.a 
allcu.,ta de h 111ezch d~ 1mp1camlonto 11 utilizó p•ra 1<1 inffcdon de 
I~ cepa VI09<1 y la dtler111IMc\Ón dtl t ltulo dt bacttrlÓl~<Jo>• 
recOlllblMnt... El t ilulo de inhcdón por b1cttrlÓlato1 recolllbin1nl•• 
(p\.¡cas dt lhh tr~n•ParontuJ lut d• 9 l 10 plu/ug de DNA, lo q111 

corrt•Po1tde a u11 9!.'k. de lo que indka ti proveedor, 

H>, -ct..otw:WN DEL cllNll, 

El cllNI\ doble cadona listo para clonar, provtnitntt de '5u1 dt lltM 
-pn\1(11)++ dt hipobl1110 dt rata (aprod111ada1111nt1 O.Sut dt cllNll-dcl, fue 

litado al DNll de badtriÓlqo .Aitll •anttnitndo una rtlaciri'n equ\1110l•r 
de atibas DMA. 11edian\• el o1nálhh del llM por electroloruh u 
•initel d• atArosa, H rkJ1ervó que tl cDNll H lito' en 1u totalld..S al 
DMA del v1ctor dt clon.aclón (ruultado1 no 11101trado1l, 

l.<1 tlldtnc ¡., de c\1>nación rkl IJNA ncOllblnente fut dtttr111inada 
utlllHndo un dlcilllO dtl dlNA litado al vector de clonacioÍI para 1u 
•111P~.:•itnto en c.iap1ldH de b4t'ttr1Ófqo de tipo lallbda ( utlllza11do un 
tMtracto de •NP•<aMlentol, y por inftccl&n di la cepe E, coll YI010 con 
un1 allcuota rtpr11ontatlva de la 111ncl8 de HPl<!Mlento, /1 titulo 
obtenido de bacterlÓl.ato1 recoioblnentes lut de S.15 • 10 unid•dn 
forudora1 de placu tufp), Una v11 cOMProbeda l• eficiencia dt 
clonar.Ión, H t111pacó ti DMA r11tant1, uti llzando para Hte ProP01\to tl 
•~ulvalente a 2 •Mlno\01 do t111Pac•l•nto, El titulo dP. b•tt•rlola110• 
rtcOlllbln.tn)H obtenido ~n ute cuo ful dt 9.2 l 10 1,fp, La 
di1111lnuclon en ti titulo d• bacterlÓfa101 recOllblnantn, probo1bl1111tnl• 
se debe • l• 1at11r~IÓn dt 101 •Ktracto1, al verler I• rtl~ci~n 
utrar.to de b~terlolato tlpoAa DNA, 

DI etl• Mnera, fue podbl1 obttner un b•nco !11 cDNA dt hlpot.Íl•lllO d• 
rah, de •pr0Ml111arta11ente t.'5 X to• recOllblnantH, partitnd<> d• !5ug d•J 
RNA poi HA>++. 

ll.-Tlll1AOO M LOS llf.'.'.,fRIOS IE cDNll. 

Para •~e;urar qu~ loo; baC"teriÓfa9'1S identlf1c.ado4l c:omo rccOfflblnanl'l~· 
cont•JVIP.r.:1n \n.er to• de cl'JNA, •t p11riflc6 DtlA dt IS b"dtrlÓl.i•Ja• 
fono1dare1 dt pl.1ca1 tr.1nspnent.• e•cogld•>1 al .,.,, P•ro1 h dttecci6n 
de 101 insorto1 modl•n\o lo1 dltettl6n can la tnzi111a llt re•trlcel6n 
Ecof<I. 
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F'a.r.1 h, vi \;•tl \i :!.'.\, .. ion •1P. ln-s i n~i:r l11-; 1111 .~üu/\, ~e 11h \ i z.jr1)n 1loi 
11\4 ti:idr,:; de p~1r i f 1 C"rJ•" it'"ifl dv (ltlA dt• lJ:11 .. lt.1r ir1f ;.iq.~i;¡. [Ir. &m\,,-,i:. fl1étr1ctC1i 1 e\ 
q11e rt?;u1t-l s~r ro.is efir..:ieflh! ec¡ e\ lfl.étnrlv die purificaf:'ión d·; íttl/i e11 
9ran es1;ri\..,, y~ q•Jí~ el tJUf\ r~·.i11Htt11ttJ e:..~ c.ib\if:'11c \i.br~ d.a 
Gl">0t.1mln-:t.ntot, lo ·~ua p.ermi.h h 1ii9i?5li6n tot~l ~i:in l-1 i?nzim.a dt 
ri!sh i•~r.:ión Ec1)Rl. P.1r.¡ 11 vis11 .. liz4ci6n da l•:ii insiet \1)~ t11 cDNA, st 
Jigi.rió 1?1 e•1ui 1Pthmte a FJu9 dt úNA recomblnante con l• iOZilM dt 
res\ricc-ión Er.oRl y se SQ11ir.~ti6 a e\eclrofCJr~'i\~ en t¡1e\ dt'.? A~r"il.t1nida a\ 
5% {fi91Jr4 16). D(' eila tn<!O•?t"a fut.? posible ob!.~t-1ar '" presendil de 
ft·.1')m11nt11s 111? í.'NA diJ t..11n.iño pr1:im1!'1to dt 700 P-il"ll!i 11• b.J'ai!"S <dt 
aproxi11"Jdi\111cn\e ?.úO ha~t<l 161)0 p¡re'.i d11 b•~eo¡), obser1111.ndos~ '" 
pro•enel.1 d1 ln•erto1 •• 111h d1 11 SO'!. d1 los b•dldÓla•JOI 
recombin.\nle§ .111~1 i i.1d·)~. 

IV.-!atm:s1s y Plllll'ICl\C.lilN DEI OllOONllClEOTIDO DE SECOCNCIA 100~ 
UOllOl.(lt)fl 11 IM l·RAGHFNIO DEt cJJNI\ flE TRH fE tHPOTAl/\HO llE Rl\!A. 

El oliuonud16tldn, do seeuencb IOu'' hOll6\091 al c!JNA d< TRll, 
corr~oronde a la •ecuencla co11ple11enhrla a la quinta copla de 11 
secu>ncla qu1 codlfk• pan h 1tnto111 del octap6ptldo q111 1'orrl\pond1 
al triptptido TRl1, • l.:i< para• 111 re•iduo• •11 •mlno..,1<!01 bl•lo:o• d• 
proce .. >11l1nto y al re•l.iuo glkln.t q111 d•rta \ug.tr al oxtrollO carho•l­
tu1·1'1MI ••Id.ido en h •ec11onci" d<tl !Rl1, E\la •oc11•noia •l• 24 
nucltótldo• 1e 1\1116 en b.-e 1 qut 11 1111y si11ihr en cu•nto a 
1ec11encla nur.loottdioa a otra de la. Hc11111cla1 q••e codilican par• Tflll 
pre•enh UM 11ayor C<on•ervad6n nudeottdlc• dentro del 11h"1'3 

•ens1ij1ro, y del.iido a qu@ li la 1ecuenci4 que pr1ient1 un Myor nd•P.ro 
de p.\rU •lt ba•et O-C1 lo •l'JI le conf ierl 11na ~ayor e•hbl\ ldad d1 
fon,.dón de htbrldor,, 

11 porllr de ~ 11; do re>ill·l l util\7.ul• P•ra \A •lnt•üs, •• oblo1vl1ron 
•Pr->•it1.•d·"""nle 9 ""ºL" del oli'1•>n'1cl•6tido pom>, .U 24 b .. e1. L.a 
p•n•na do\ nli')onucloolld•> 1110 compro>bad.s , .. dl .. nle d •nalhl• 
espedrolol•lll4!trico en 1Jllraviole\ .. loj .. no ('.320 a 230 .. 1, •A>lenlendo~• 
un pico únlc1> d• ab•orbonci• a .:!60nm. El ol\g,,roucl•ótld•> fuo. 
fo<lorllado •n pr~••nci.a do un IK<••o de r (32-Pl-ATP, obhnielO~o•e una 
actlvid..S e•peclfk.a de l.5 • I01cp11/u'1 a 2.3 • lo' cp11/111. La 1191.,. .. 
11 .,,._\n que 11•di 0111lo el •••4ll•h eloclrofor6lir.o e11 tJel d• 
llcrilat11lda al 20~, Urc~ 611 y ••polid6n del qel a ou\orr.id\oqralt .. , •• 
poslhl• •1h<.erv..r quo. el oll9•>nudt6tldo .Jt IPl1 re•1Jll,.ntt ''"'oiqr.1 con 
oli9onucle6ti1to1 ~ontrol de ~4 nucl•othfo1, y q1il! n1:i 'ilf 1Jb·.;iir'IJO 
fr.i•3t11.mt'"' Ja rnen!lr t<lm~ño c•:imo c•:inla•ina.nte1 dt l.J pr«rp.¡r.1ci6n. 
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V.·HIBRIOIZACION DEl RIRllA C.Otl RASTkEADOf<ES ESPECIFICOS <NORTHERN), 
CUANTIFICACION DE LOS NIVELES "INIMOS DETECTABLES DEL MENSAJERO DE lRH. 

Con el obJ•to de d•lermlnor el peso •olecuhr del MRNA q•Jt codlflc• 
P·>r• la slntesis dt TRH 1n •I hlpotalalftO dt la rah, u realizaron 
cierto• experiinentos prtll111lnaro>• dt hibridl uci6n lllRNA dt hlpotalalllO -
eDNA dt pltl dt X. laevh, Y• qut en •Jn principio se uptuba cierta 
ho01olo9(a entre los 111ens.1jero• que codiflc.on para la 1lntuh de TRH en 
tl hipotál••o de la reh ' tn I• piel dt X1nopu1 laevh. 1e propu10 
reallur l;i bu1qued.\ del cllNA hlpot4U•lco utlllHndo COMO detector el 
CON/\ dt Pitl de x. la1vl1, Con Hlt pr0fl6•ito .. I011ttl6 RIM poli<Al a 
electroforuh en CJelo>1 da•naturalizantu dt hldr6•1do dt MtilMrc•Jrlo 
189), •• tran1flrl6 a papel dino-activado <D&lf, con 9rupo1 dluonio 
reactivo• (94il y 11 hlbrldlr6 en condiclonu rtlaJadu <a 37-C C<>n 251' 
form111ld.i, que per•lt• la f orHc 16n de hlbr Ido• C<>n un 3.'n de no 

• hot10lo9lal con el cDHA dt TRll dt Pl•I dt X. latvh •arcado por "nlck 
traroll~tlon•. l.os resultados obltnldo1 d• 11to1 IKPtr IMn\01 fueron 
n19o1tlvo1 en todo1 101 cuo1, no ob1ervando1t hlbrldizac6n alguna entre 
d detector y el llllM dt hlpotala.a dt rata. E1to Indicaba qu1 
po1ibte .. ntt ••htltr• une 9ran dlvtrt.ncla entr• Hbo1 Mn11J1r01, o 
ll•Je ti MnHJero HPtClf leo de TRH 11tuvl1ra prnente en una pequeña 
praporcl6n dentro d• 101 MnHJeros total•• del hil'olálaMO, por lo 11ut 
l.a 11ndbllld1d d~I en.aro no P•r•itlera 1u d1teccl6n. 

Una vez publlr.llda la 11cuencla del llNA •n11J1ro - codifica 11ara la 
1lnlul1 de TRH en ti hlpolálaMO de la ral• <271, 11 C01111rab6 tlut 
e11hl• una 1ran dlvtrtancla nucl1otldlc1 entra 11t1 MnoaJero y ti 
unoaJtro de TllH de 11111 dt X, l11vl1, Unlc-nt1 IH unldadH 
repelida• <y dhpersa1 en 1• 1ecu1ncla 11recursor1> 11ue codifican para 
ti TRll 11 encuentran MnltnldH en aMbu Ul'lcln lflture 2), 

Con •I objeto de rHllHr la bu111u1da dtl clllM de TNI dentro dtl banco 
de cDNA hl11ol4U•leo, 11 11lantHron cl1rto1 ••11•rlMnto1 PY•ll•lnerH 
de hlbrldlucl6n DNA 1en6Mlco de rala - ol11onucl16tld" 1lnlftlco 
Ur.ti•Jo re•lho1do por la Q.F.8. Rota lle, Urlb• V.>, HI COMO 14• 
ollrate1I• dt hu1queda •n •I banco d• cl>IM. Sin 11b1r90, anlH dt 
obltntr los prl•ero1 r11ullado1 Mdlenlt 1• hlbrldlzecldn con •1 DNA 
91n6Mlco, fue doMdo • nuHtro 1ruPo •1 cDNo\ de TRll dt hl11otála.a do 
rah •hldo t ldtnllflcado por el Dr. R.H. Ooodun 1211. En b4tt a 
uto, 11 11ropuso pro119ulr con 101 ••PlrlMnlos 11r1ll•lnarn para 14 
det1ccl6n y cu4ntlflc41!16n del llfiffA de hipoUlaMO dt rata, P•r• 1u 
po1terlor ull 11 z.1cl6n en 11t11dlo1 dt r11ulacl6n dt I• blodnt11h 
Mdlant• hlbridiz4el•>nH noRNA - cDNA tipo Norlhtrn. Dad• la 
disponibilidad d•I cllNA de TRH de hlpotálMO de rata, H dtddl6 dejar 
por un hdo la bu1q•JOde dt ut1 cDNA dentro dtl banco crH~o d•Jr.¡nlt 
ute lrabaJ01 lln 111bar90, ti b·1nr.o de cDNo\ hlpol•U•leo Hrá u\i liudo> 
en un futuro para la bu11;qda • ldtntltlcacl6n de 101 MnHJero1 q.,1 
codlflc.tn p.ara otro• pfptldo1 y enzi111u dt lnter•1 pare nu11tro ,,.,,,.,, 
<OMO por •l•Mlllo •1 dt la 1nzlu Piro11lu\.tuto Mlnopeplld••• 
•cllbranal. 

Para la d•l•eci6n del 11RllA de TRll •odianle hlbrldludo>ne• tipo 
Norlhern, 20•JI de RNA poi HAi+ do' hlpo\.ilano•1 de rat.. 2úug d• f(N.\ 
polCA>+ do cerebro utr~hlpotal4"11co, .uf colllO 20ug dt RNA total •lt 
hlpohhmo de r-il• \RNA cilopl6•micoJ y 20u11 de RNA tot.al dt E. coli 
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furron s1Jmdido~ a elP.ctrofore1ts en gel d1::!Sll'lluralizante dt.! Age1rc:1s.,~· 

Fornt.Jldehtdo y lr.'!nsfet id•:>S _. 1n€mbr;sn~ di! nilroc~lul1:i4'ia, El RNA 
ar.!l')p\8d11 a la m?mlirana se hibdr11z6 con 11)(1¡¡~ d:::l fragmento di:i ctJN/1 di? 
lRH m-lr+:.:1rk.1 por 11 nkk tr-lt1slation 11 ~ a un;1 ;\('! ivirl.:i·1 esp•?f"'ffir.a de 6 x 
10• ·~Pm/u9, " •Jn.1 ·~l)n•~i:ntrad6n f in_.l de t.2 x io' +:pm/1!\l, l .fi 
hibridiz.1d6n •• llev6 a c•ho por •la hr., bajo condir.ionu oxtricl•• d• 
fuiprz" iónir.a y tP.mperatnrtJ l.ver se('d6n dtt llftodotd, En l.:i figura 18 
si? ob-J~r'la q11r. d~'iPIJ~S d(' 2 d i.t':. de expos lc i6n dP. l 9>! t a 
.i1Jforrril1io~r-1ff4, ci po1ibli! i:~b-;iervar un.a band• int•n¡.a. de 
hihrldit.•r.i6n con el RtlA polil.Ai+ de hipoUhm" d•' ral.-J. d• 1,700 
b!seca, ln q11e corret;pi:.nde al t4mtñ•l llt•li?.:ou\.Jr de set· ito P•ra 1\ 11RNA di-? 
TRH en eshhP•ci• l?.7), A•i•ls•o, es posibl• observar una b"nda tenue 
do. hibriditaclón enlrt el RNA tola\ de hip0Ula110 de rat.i y el c!INll, 
1iendo que M •• observa han• a\1•1<1 c<>n el RHll poi ilA)+ d• c•rtbro 
e•l rah ipot•l4oticn. · 

Pan deterain1r I• cantld•d •In im' nec~·;ari• de RNll poli (Al+ par• pod•r 
dl'llect4r el 9f:NA d• TR .. I, s~ sr;Jnetl-.ron a eleclrafor~i;i.i en gel da 
11t~ro•1-for.a\dehldo, IOMlid•dH varl.,hlu dt RNA polll,.>+ de 
hlp0Uh11,1 d• rota, aJ•isl~ndn la corooen\ración to\d do a auuta • IOu1 
de RNA con RNA poli IAl+ do cerebro utrahipohl,•ico, La tr111sfer1ncl1 
e hlhrldhacl6n se reA\luron h•Jo \.u mhmn condldonu, •i¡cepto qoae 
11 actividad upec(f le• del cDNA fue en H\e ca•o d• 4,5 K 10 cp11lu9, 
Hlando 're•ute • una conctnlraclón final de 4.5 K 101 cp11/u9, En 111 
f19ur.1 19 .e obterv-1 que d••P•Jh de 2 di.11 dt oxpo1ici6n de la not!lbrana 
a .1u\orradlo9roft1, •• po1lblt dtltchr •;na banda HP•clflca de 
hibridlzad6n ha•I• r.on O,lu9 de ~NA poli(Alt dt hipotalo110 de rah 
(0, lut dt RNll dt h\polá\•IOO + 9. 9ut d1 RH" d1 cerebro 
e•trahipotal .. lr.o>. 

C<>n el objeto> de deler•lnor 11 posibi hd•d de del•clar e\ llR!IA de TRI! 
dt hl11ot614110 de r.t6n, IMdlAntt la hlbrldlz•cl6n con el cDIUI de 
hlpoUlallO d1 ni", !Out •ll RNA po\llA)+ de hipolAl•IOO dt ratón fuoron 
10Mlido1 • o.\tclrofor.,•h en gtl dt /.9arou-For10aldehldo, y lu1ron 
transfertdno t hlbrldludo1 dentro del exptri•nto anterior de 
titulación de\ RNA de hipoUhmo de rab, En lll f11un 19 " ob«rv• 
que •• polihl• d>'lecl•r uM honda ospeclflc• de hlbrld\,.eión dq 1, 700 
buet, lo que coincide con el la•año del men••J•ro de hlpo\al•:M> d1 
r•'•• •in enib•r10 l• lnhntidad de \a band-1 •• •icho ""'"°' do \o ~ue •• 
obtiene .. 1 utilizar I• •hM cantid•d de llRHA de hipoUhllO de reta, lo 
que puede 1u9orlr uM m•nor abund•ncia dtl IM!nnjero tn tl rat6n, o 
,.,.,.,r dlvor9encla en cu•nlo Hcutncla nuoltótidlca ontre 101 •n11Jero• 
di allbat e•pec ie•, 

En \"' e•pcri~nt"' en que ••utilizó o\ oli1onoir.\e6til'.lo 1\nUticn de 
TRH CotlO r•1trt.idor en hlhridizacio.•nn tipo flor \htrn, 20•JI dt ~NA 
po\lllll+ de hipoUl1110 de rala y d• core\tro e.trahlpol•U•lori fu .. ron 
s-.tldo• • e\ectrofore•i• en ge\ de A11aros,.-forae\dehldo y fueron 
tt-.ln~fat·idns " Mt:mbr.tn" dt nitroctlul1'>1ia hajo 1"' niihtMt condit!ion•t 
q1Je en los ei<p~rilftentor. ánt~rior'.?s, l4 prehibddh.aclón • 
hlbridlucl6n •• llevaron "''•bo cOIOO so duc1 iht en la •occl6n de 
•~\oolo1 para el u•o de o\19onuolt6lid•>1 •int•t i'''"• con tl 
n\19on1Jde6lido <le TRH m.irc~do • uM •divid,1d ••r.•cllic-1 d• 2.3 r. 10' 
cpm/119. En \.¡ fi9ura 20 se observ..\ un .dto 9r-!d•::i de hiUridiz.¡ción no 
e-sp1~cifi1~.a dal oli9on1.1clie6tido con llli PNA ribosi.:irn.Jiles, no siitndo 
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po\\ble la ob•ervad6n de h band• de hibridiza~i6n del mRNA ••Pe•,llico 
do TRH, a p .. ar de realiz•r lot hv•dot a al l.•t \emperaturu, 
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DISCIJSION íJE RESIJLTADOS 

Los utudieos rtal i7•do1 con el objeto de inaunoprooipi hr el 
precur1or de LMRli m••lian!e el uso dt anlicuerpo1 polid•;n-tl•• -lnli­
Llffl, demo•traron la dificultad para identific..- °''' p4ptido de entre 
los product•>s de traducci6n de RNA hnlo dt hiP•>tllamo de r.at-l COMO de 
placenta hUMM. Los ruulhd•ll obtenidos con r"sp•cto a h 
un1ibilidad del enuyo, s•Jgi•rtn que tl RNA mens.J..-o de LHRll u 1Mnor 
al (1,011' del lllRNA hipolaUMico. Eslo1 dalo1 s<"lbre I• b-lh ab•;nd•nd• 
dtl •tnu)lro de LHf<ll H correlacionan con ob••rvadono de otro• 
erupot tobre la .. i.t.nci.a de Poco• c•;erpot neuron1IH de LHPH en •I 
c•r•bro, y. con dalo• d•' e>ludios in vivo que 1u11itren un bajo nivel de 
blol(ntuh y rec.aabio de Llf<H l73,93,9~), ul colllO con estudios 
prell•in.rH de nu11lro 11rupo en el uso de ol igon•••'l•ótid•>t sinttl icot 
pare detectar el niRNA dt Llf<H, Sin e1obar110, exhtt l.a po•ibi lldad de 
11ue aunado al prableaa de nnlibil ld•d del tnsuo, el rt•,OMc\miento de 
los anücuerpot por la Hcuenci.a del LltRH dentro llel prer.unor "ª de 
tan bala afinidad que llllf'id• la dete.,ción dt dir.ho pfptido aun 
enriqueciendo el rlll<tlll 1ue codific.a pan ute pfplido, Ali•hlllO, htlllOs 
llhservado que cl•rlot anticuerpos policlonaln anli-LHRH reconocen 
inupeeUlc-nte un1 prohina de •lto puo molecular (!50,000 daltonnl 
pruente en varia• Hpor.iu y te)idot, lo que ruultd ttr una ull"al 
faha potillva durante la rnliuci6n de Hh ut1;dio, O, Fink ha 
do110t\rado H varios ut•Jdlos (65,661 que INdi.ante ti uto de 
ant1cuerpo1 pollclonales anti-llf<ll, u capaz de roeonocer un p4ptldo de 
28,000 dalton .. dentro d• los prod•Jctot de tnd1;cci6n de llRNA de rah y 
nt611 11-.lo dlltintu eondicionn fisiol6'1en. Sin oroba110, ••t• 
P•Ptido H reconocido únk1Mnt1 dentro de l•>t Productos de tndtJecl6n 
•arcados eon Leucln• triti•da, y no eorr .. pondt ti pHo molecular del 
preeurtor identifie•do • partir do I• Hcuenei• del cDNA (681. E• 
posible - l•s ollHrvaclonu del c¡rupo de O. Flnk se deban hrobUn • 
artificios del •hltu de detección eon anllcuorpot polielonalu. 

C0110 otro enfoque en la busqu•d• d•l pfptido Prtr.un•>r do Llt.'11, H 
11eneral'on •n ti hboratorio antir.uerpot aonoclonalH antl-UiRH (721 
esperando que entrt lot ant leuerpot 1enerados uno o ús fueran capaeu 
de reconocer la secuencia dtl Llflff dentro de un P6ptido dt HYor puo 
110lecular. Etlo Hrla út pNb•blt li el litio anti1fnlco 
corrHPonditr• a I• parte eentr•I dt la rnol,c•;la, 'l•nn•ndou u{ •Jn 
•ntlc•1erpo d• alh upoclfieid•d v pureza, con lo que potibltMnlt u 
f•eil it•rl• 14 delecr.16n d•I prtr.ursor. Entre lo• antlc1Jqrpo1 
tionoelonale• 1enerado•, H obtuvo r.lnir.amente un tipo de 11onoclr,nal cuyo 
tltlo antil4nleo o epltOf>e prindpal corruponde al .xtrtllO carbo•I 
termlMl del deNpfptido, sin ernl>\rgo reeonoc• con •"Yor aflnld•d la 
utructura confor11•r.ion•l de doblurier1to d• h •~lfcula d• Llf;ll, A 
peur de asto, •e podrh eiFtrar que este dnticu•rpo rno110"10MI anti­
Llftl pudiera roeon'Xer ul• tee•Jenda dentro d• una rool4cula de 11oor 
\alft.\fto, Et por uto que H rulluron exptrlMntot de 
in11<1noprtclPltaci6n de lot produolot de tradur.ción de RNA MnlaJero, 
obtenido d• hlpot•hmoo d• anim.1lu bajo condicion"' e•P•rlRlent•lu en 
que H ha 1u1erid" un •tJllll!nto en ¡,. blo,lntuh de novo del UR!, Sin 
e:obarc¡<), los resultadot fu1ron nogati''"• su~iritndo que o bi•n el 
•nlir.utrpo no u capa• de rer.onooer pfptidot precurt<>ru d•bido a S•J 
alta especificidad h.aci" el extrelllO carboKi ltr•inal del deo .. pfptido 
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y/o qu~ la c;ensibiltd;id del enso1110 no es l•J s11fi~iP.nlll!11\cr1te a\t.;. c1:irni:• 

par.:i i1et1?ct.¡r p~pli~fos (",inteti:ad .. "li ~n t.:m IH1,i.a ,.¡b•md-3ru~i-!. A<ilirni~11K•, 
ec¡l~ trab.~jo cr1uf u-m.1 q1Je el uso di? antir"uerpo; poli·~\Q1,al·~~ en eift! 
tipo de ~c;tudio5 puedt? d.¡r lu•pr a res1Jlt~d·:is f.:tlso!i, d~bido .1 l.i 11ni6n 
no e~pectfka de p~ptidos r"dio'1divns .t las Pt"Qhina-s y ..¡nticuetpos 
q11e co~1poni?n e 1 51Ji:ro. 

[Kperi11ento• preli,.in•r•• d•' hlbd~iad6n de mflNA do hiPol~l•mo 
d• .-.il~ •:on oligon•Jclo6t ido>< •intétieo» p•ra l• delecd6n del mRNA d• 
UtRH (96) di•r•Jn r~\ultad111 ne9.ttivo' en t.: .. fo-s li:~t e"'º'• Esto, Junt.:t 
cor1 lo oliser'i'ado po:ir el 9rur11;i d~ f'.H. Se•"?b1.1r9 eri qq;i n1::i e~ poi;ible 
detectn d ,.RHA do LHRH hlpolaUmlco medlonle hibr !di z•cione• tipo 
"Horthern• con el cDNA especifico tc1.1munlc1ci6n t:P.r,oJlaU, confirM.¡ t.¡ 
baja proporción en que este mens.:aj1:r•' 1~f:it.1 presP.nh P.n @l "hipotll.tmo, 
lo qui! i111Pidt ti.?-1li?.ar est11Jios Je l.s • •N1Jl.icion itia lt bio¡fntasit 
utiilundo ulot llilodot convenoion.i .. en esto tipo d• .. tudio<. IJ04 
de 1"1~ •ltern.itiva.~ a estl! e'iludiiJ es dl--'!tei:l.¡r· l•lS camLioi:; •h lota 
nivele• del mon.aJoro ••P•dflco de LHRH dlrtclaente dentro do 1 .. 
neuron• L.HRHfrglc4, lo que et po•ibl• medlo1nlt hibrldlaoiono1 in tltu 
(97•. . 

Por Hh raz6n decldl110• abandonor ti Intento de ld•ntlflco1r ti 
cDNA de LHfiH do hlpol4luo do r•h, ••I C'.Hlº la obtencl6n do 
rHlread1>rH npeclflco• par• I• rullncl6n d• utudlo1 do reeulacl6n 
de ¡,. blo•lnte.I• d" este neurapfptido. A P•rtlr do uto 1101111nlo, 
nu .. tro• eUuerzo• lu•ron enfoe .. dr,s 41 utudio de la blotlntult do TRtl 
r• que .. hthn tvldenclat 1ugirl•ndo una .,.ror rlqu.,• de tu niRNA 
(99). 

Con el obJoto d• poder c•r•chrinr tanto el precurtor peptldlco 
COllO ti ~ MntaJtro quo codifl•,.n pan la tlnte1lt dt IRH, .. PrOPUIO 
cre .. r un bianco de mVt co•lement.at'io •nriquP.•~ido en l.Js '!:l!!Ci1?nr.ia1 tte1 
hipoUlaoio, para faci llhr ¡,. bu••1uedo1 del cllNA en cu .. t16n, l• 
utlll•oclón d• Actlnot1iclu D dur111le l<l slnle•I• dt la pri11tr• u~ ... 
del cONA dl6 lu9nr • 1 .. obler1clón de 110\fcuhs d• al P••·•c•r 111yor 
•~tensión h•d• el extre111<1 5' dd llRNA uti liudo º'""º le"l'l.dr.. <RNA­
pol l f.11)++ d• hipotah1Ao d• r•h» obteni~ndose • 1u ve: t11.1yoru 
r•ndl•l•ntos de •lnhsi •· Se ht poslultdo que en presench dt 
Actln0taldM D •"- slnletl>a IJM horqul \la cor t.- en el ulr.010 3·' d• 14 
primer.1 CJtdto:1na d11I ('.'[lNA, '11Ji! sirve corno iniciador par.a l• ONA 
Nli...,rua 1 (Q4i. 

Con el propólito de enrlq'Jecer el clltlA on ••r.uencl4o e•r.lusl•.o 
d•I hlpot4hfflo, ''' propu•" hlbrldiz.ir el cDUA hlpol•U11ko con llRNA de 
cerebro de rftta para et itnin-lr 1"11.i s1.1r.u-.n.:\.t'(i cot111Jt1t:-¡ entre esto1 do• 
t1Jldo1. "'°dlanto. el aMll•h do h lihratur• <99.100), so ll•tó • l• 
concludón de quo d•d• I• caMPl"j ld•d del RNA 11P.ouJ1ro de corobro, q110 
es d• 2.5 X 101 nucleótldo• <150,000 11ensa)tro1 di•llntos do 
~ro•i•·•d·•IAonh 1500 b11se• en prüfnedlol, e• ner.eHdo hlbrldlzar • un 
valor d• Rol toórko dt 82.S ,,,,¡.,, no1r.I. 1eg/lt par• ~liminar el 3ú~ de 
l~s SC!l'.'•.1-:?n~ht~ corr1un~s, qui.! represer1t-1 l<l5 ser.utnci.a"S de atiund~r1.:i" 
inte:rrMdi4 •. En b.i!",;? a e5'º' se 1:!~t.,hle1~i6 hibt tdiz;¡r • v~lon~' 
lnter!IEldlo• •30 r 300 110le1 n•Jcl, .. glltl ptr~ tentr unt eoirva 
t:cp.?ri•cntal en 1.1 cu~\ bi~-ll'llC· El ct•Uh c.:id~11~ se¡,cill• (d~ l(!CUl?ne:i•~ 
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di! hi.pot' l~imo en,. ique1:: id-i'=i y si.?cur.nc ias di.: tuja abundani: ia) fue 
sop.rado d•l hlbt"idr.• cONA-RNA m•dtoro\e crom.;logr·•fl• en 
hidro•i•P•tlh (l!)li. Los resultad~• 0Me11i~,,. no reflejaron lo> 
e~perado lq6rk..:imente, y m1::istr.tr•'" la nei:-1H1id-1d de 1Jn-l '9:lt• l:!.1ntid-1d de 
C'CltlA c~d~n1 sencillo\ para obte11et renrJimienlos 1•Jficier1les pira 
contin1J<1r con 1 .. 1tntesis del ~[1NA i.:nriq1Je1:ido y su cl4J1Hción. 

Es por est.t r.8zón, que se -21t~blecieron las condkk•nli!t para crear 
un banco de cDNA total, no onriquocid<> que diera 11J;ar • un alto núme1·0 
do r~coftlbln.,nte' pare au:ftEnl•r la prob•bi ll•l.>d •lt obhner al m•n"1 ••M 
clona q•Jt contuviera 11 cllNA d• TRH. Uno d• los prob!P.11" generado• 
dur .. nlt la crucl6n del banco de cONA lut el optl11izar IH reacclonH 
que lnvolrJcran I• ull ll 1'1c i6n de la• enz im" lran•criptan rtveru, DNA 
p<1lluro1u l • N•Jr.lusa SI, Sin 1111bar90, el puo MI probl«11Ulco • 
crttlco d11rante la 1tnl11h re1ult6 Hr la loilor1laci6n r llgacl6n do 
101' d•Ptoldor11 do EcoRI -11 dlNA, para soJ posterior 1 l9ación al vtclor 
do clon.1cl6n. El protocolo e•t•blecido de stntesi1 y clon.1cl6n olel dltlr\ 
dl6 r11ulhdo1 e•ilo101, d1ndo lu1ar •si a la crucl6n do una banco do 
•llo n6111ro de reco1oblnonte1 (1.5 X 10• ulp reconrblnantu1, con 
ln11rto1 do 700 par•• do bis" c01110 prom•dlo. En bue a lo publicado 
potterlorMnte 1271 por& l-1 caraoterizadón do! dlNA do TRH 
en hlpoUI- de rata, oto cDNA 11\arta roprH.nlido de 2 1 10 VICH 
en ol b.1nco generodo en nuutro laboratorio (4 copio dol cDNA por cada 
3 • 10• reca11bln1nt11l. 

Clerto1 re•ul\.ldos Pr•ll•ln•r<' de nuestro 9rupo !96l p1rectan 
•uurtr una b1J1 con.ervacl6n nucleolldlca entro lu socuonclu dol 
lllfiNA di TRH de hipo\6hll0 do rata y do piel dt Xenop<rs laovh, d•do quo 
no fuo po•iblt ldentifkar el lllRNA d• TRll de hipot6l•mo de rata 
111dlante hlbrldlz~clon11 tipo "Northorn• ut 11 izando ol r.DNA dt X, 
lHvh COiia rutrudor. E•lo fuo c011Prob .. do 11 publicar.• 14 11euencl1 
dol cDNA de hlpot6llllO do rata (271 anlu do inlciarso la b1J>qued1 d• 
11te cDNA dontro dtl banco de cDNA ••norado en el laboratorio. Debido • 
qu1 cronoló9lca1111nt1 • uto Mom•nlo no trol •ccHihlo • nuestro g.-upo 
la clono del c!lNA va caracl.erlzado por R.H. GoodM•n, d•cldlM• 
1tntetlz.1r un ol19onucle6tldo dntetleo IOOY. homólogo .. una do 1.u 
ucuenclu do TRH dentro do la 01cuoncl1 dol cOllA reportado. E1h 
oll•onuclt6lido url1 utllltado para 11 rutreo dtl banco de r.DNA 
hlpotaU•lco, a1t cOllO para la dotocr.•n dol •RNA ewer.lf ir.o, on 
Htudio• prel111inares de hibrldi•aci6n tipo "Norlhern•, 

Ha•o• obsorvado quo 11ediante hlbrtdlHdono• DNA 11en611lr.o­
ol19onuel16tido do IRH ( "Southorn• 1 y do tipo "Northorn', no fu• 
potlblt d•ter.llr al;un .. uhl de hlbrldizaci6n HP•clfica. E•to 
'rob .. bl111ente u deh• • la b1j" ••nsibilidad ~uo •• obttono medi•nh •I 
u'o dol oli1onucl16tldo dadr.i 1u p1qu1no tur1~0 (24•nrol y tu b"Ja 
proporCiÓft de rnldU~i 0-C dentro d• h HCIJ•Mi .. , lo que da UH MIRO!" 

••t .. bll ldad en forrMoi6n d• htbridos. A 11J vez, 11 observa un alto 
nivel de pegad<> lnospeclf ir.o a lo• f<NA ribo•oulu, quo podrla utar 
1nMasc•rando un. teñal poiitlva. A•i•htRO, el no dtlectar una 11ñal 
po11ttva •• podrfa deber • la 4r.llvidad espectflc• result.¡n\1 .11 
fotfori hr •I ollgonucl16tldo, quo podrt.a no 1or lo 'uflelonh..,.n\t 
•Ita collO p.1ra praporclon..r una •ll• scn,ibl lldad •I ons.ayo, lo """ •e 
correladona con el hecho de no ob;erv•r band• a\;uM d• hlbrldlMclón 
con el ~ gon610ico !r11•Jlhdo1 no 1Ao1tr~dosJ, 

41 



En ba5e a lo';i re'3ulladús anteriores, ie pensó que la buo;qued~ y 
ra•lreo del cDNA de TRH con el oligon11oleótido •• vedan o:omplicados 
debido a la ine•labilid.1d del hlbrido que forin.1 el 24m.ro, E>isten 
cierto• reportes del uso dt oligonudeótidos · sinUlicos par• h 
hibridiz.aoión <ún mRN/\1 .1bundanto1 co1no el de h v .. opresiM, en quo H 
posibh detector el lllP.nHjero o.peclfico tanto en hlbridizacionti tipo 
Northern COllO ten hibridiz1ción in situ, sin ti!mbar90, esto Si f.icilita 
por •I tuaño del 01i9onuclt•;tldo, asl como por el pofc<nlaje de 
re1id1101 G-C y I• abundand• del mRNA (35>, •3r .. ciu a la don•ci6n dd 
oDNA do TRH por el Dr. R.H. Ooodman, se dtddi6 proseguir con h 
realizocl6n dt 101 experinienlo• pr1lh1ln.tr"' dt hibridlzoci6n tipo 
"northern11

, utilizando ie1te eONA i:omo r.u,treador, P-!t"a postP.riormente 
continuar con la C•Mntifir.•clón de los nivelo.• del lllRNA en .. tu~los de 
h retulaci6n dt la blo1lnl••h de TRH. 

H••o• deltralnado que u po1lble purlf loar cant idarteo •uf ir.lente• 
de f<NA tol•I • partir de unio•Mnh •in hipolál..,o de rata medl•nte la 
obtención de RNA cil0Plis111tco, pudlondose • su voz dotectar el 111RNI\ 
especlf ko d• TRH a p1rlir de 21lu9 de esh prtparaclón de RNA por 
hlbrldlz•clón con ti cllNI\ hlpold~alco, El h1cho de quo u& po1lble 
delectar npec(flc1a1nl1 el llRNA de TRH partiendo de unlcuenlt (l, lu9 
de RtUl-polHAl+ d• hipotáh110 d• rata, sugiore la posibilidad de 
realizar experl11enlo1 de ruulaclón & nivel tran1crlpclonel, 
utilizando el 11lnln10 de 1uJelo1 experl•nlalu, con I• po1ibllldad de 
floder d@lectar c•lllblo1 en 101 nivel•• dtl ••nu)tro entre une y olr• 
condiciono experi111ent .. 1 ... 

CONCllJSICKS 

A lo largo de .. 1. trabajo .. perl11enl&I, pudlllO• d1rno• cuenta de 
l& dificultad qui llllflllC& el tratar de deter111ln1r ti meoanhllO de 
1fnluh de neuropfptldos pre .. ntes en tan baja proporción en un telldo 
dadn, e""'° es el ca." del LHflH y del TRH hlpoteU11tco1, A peHr d• 
haber 1;t11iZ1do v"rlo1 enfoques 111todol69lco1 no no1 fue polibll lleur 
a la car&cltrl>.acl6n final dt 101 rn~NA'• que codillc&n para 1111!01 
p4ptldos, ant.. de que e•lo fuer• publicado por otro• 9rupo• en el 
utr&nltro. Sin 9llbJtr90, he110. aportado el1uno1 dalo• •n cu1nto al 
estudio de la blo•lnl01h de LHRH (artlr.ulol, r htllOI lido capacH dt 
venerar un banco de cllNA d• hlpoUl.uio de reta, q•Jt si bl•n no ura 
utllludo par• la caracterización del lllRNA de TRH, Hrá d• vran 
utl lldad p"re la ca1·acterlZ1cl6n de otra1 11101fcul .. 1 de lnterf1 p.,r• 
nuestro 11rupo, MllO por ejemplo ti de h •nzlu Plr011lul•111ato 
lllnlnopoptld~•• aelllbranel, ruponilbl1 de la devrad"c ión d"1 TRH. 

i\clu"l'""nte, en ti laboratorio H Hhn Iniciando 101 ••t•1dlo1 de 
r19ular.i6n do h blosfntuls de TRH • nivel tr&nocrlpclonal, aediant• 
la dettr11lnad6n de los niveles del MnsaJero en anlulu bajo 
distinta• condiciono flsloló;ir.•• en IH que H ha 1u9erido que pur.de 
oc11rrlr un c.,ntblo en l• blo1lnl••h de ••\e nturopeplido. 
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lllTODO DI PUalflCACIOll lllA TOl'AL lllDUllllTO 
<ua .. UA/1r .. teJtdo) 
UA POLllA)+ 

CnlCl-rrotetnaH lt 
(llacro.ttodo) 

iooo ua/1 50-lDO u1/1 
(IDO u1/ .. 111A totel) 

GnllCl-Clorofomo/butenol 100 ua/1 lCl-70 ua/1 
(llacro.ttodo) (IDO u1/ .. 111A total) 

GllllCl-ProtelllH• 1 
(Mtcr•todo) 

360 u1/1 

Gnl!Cl-Clorofomo/butenol 
(Mlcro.ttodo) 

27 u1/1 ---
CnlCl-CaCl 625 u1/1 

lllA cttoplantco 
UDO "''' 

TAILA l ,• C<llPAIM:lOll lllCft& DllTllTAI PUPAIACIOllll DI lllA 

lotHI OallCl.- Btdrocloruro .. Guantdtna. 
GDICll.- Ttoctaaato de Guantdtna. 
C.Cl .- Cloruro .. Ceato 
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lllA POLl(A)++ PWlllCIA Dll 
(en el W total) 
tW DllA 

9·12 u1/1 10 llO 

5-7 ua/1 llO llO 

llO llO 

IO llO 

IO IO 

11 llO 
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DZlllA COIClllTUClCll ACTlllClllClllA D co.c:. llllA laDllllllll!O IPlClDCIA 
( U/u1 ele lllA) (u1/al) (111/r•ccl&i) . ~u1 cDIA) DI UACClCll 

lobertnpr 11. 10 U/u1 1111 0,050 UI 51 

lobertnpr 11, 10 U/111 100 111/111 l 111 0.102 111 lOI 

loberüpr 11, 10 U/ua (to U.) loo ua/111 l UI O,U5 UI UI 

loberiqer 11. 25 U/ua 100 111/111 l 111 o.u• 111 231 

lobert•r 11, 50 U/u1 100 111/111 .... 0.324 111 321 

loberiqer 11. so U/ua 100 Ul/111 5 111 1.00 ... 201 

Pr-s• ltotech. 10 U/u1 100 111/111 l UI 0.211 ... 211 
(lote l) 

PrDMI• ltotech. 10 U/u1 100 111/111 l ... 0.111 ... 111 
(lote 2) 

,,.,. .. ltotech, 10 U/ua 100 111/111 5 111 o.nt ua lft 
(lote l) 

Pr11M1• ltotech. 10 U/111 50 111/111 5 111 1.425 ua 211 
(lote l) 

Ltfa Bctaaca 10 U/111 50 Ul/111 5 111 o.too 111 ltl 

TAllLA 2, CC.WCICll llTU Dllil!![AI l!!ll!IY !!!6 !16 llftllll !!I: s!!!! !!Al!!! lllC!Yi! 
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pare ftll en 1 A) la piel ele ~ ~ y B) el hipodl1110 de rata, 
reportadas (47 ,27). 
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Fltura 4.- &ni.JJW. l!W!~.ÍUS.9 11!. ~ 1!2.1.ill!.+.!.. ~L"!!2. 
<!a. l!.'!r.!.f~ !l!. I!!! total. 

Trt1 •lcrotra1101 de cada praJ1arac1ón de RIM fueron ya , .. 
tratado• con DIMH libra de RNAH, o 1o.ttldo1 dlrtct-nl• a 
•ltctrofon1t1 •n gel dt llcrila•lda al 51', Urea 911 en 1olucld'n 
TBE u. l.,1 écldo1 nucltico1 f1.14ron ltftldo1 con br<111uro dt ttldlo 
al 0,01\ en a9ua, y ti 9tl f•Jt folotrtflado baJo llu~n.ción eon 
luz ultravloltta. 

ll lut de DNA del pl.ÍHido pllR322 1ln dl~•rir. 
2i flttA total dt E. coll + tui d• DNA dt plft322. Tratado con DNo\sa. 
Jl f,fM. total dt E. coll + tu9 dt DNA dt pl!R322. 
41 RNA tl)lal de E. ooli. Tratad<• eon DNAsa. 
5l F<NA total dt E. coll. 
ói ANA polllAI++ de hlpotélU10 dt rala IGnHCl-Prot KI. Tratado con DNAu 
7l RIM Poli IAH+ dt hlpot'1all0 dt rata (GnHCl ..Prot 1() 

Notau En 2 y 3 •• o1>1erva la d•1rad1elÓn parcia\ del ~ d•bldo 
a RNo\u1 pru1ntt1 COllO conlHlnantH en la preparaclo'n dt llNA 
dt\ Jll(,•ido plft322, 
GnHCl-Prol 1(,- ttétodo d• purificación de AIM total, hld.-ocloruro 
de tttanldlna - tratHlenlo con Prottln.11 K. 
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Flture 5,- 6!!Ítilll tl•ctrolorÍtlco llt. !!!!! l.2!!l. Ü hleotÍl•!O tt 
!'..t!h 

De 1 a 6 ut d• 11* total de hlpcÍteleeo de reta obtenido por 
dhllnto1 11Ítodo1 de purlf lceción fueron 10Mlldo1 • 
electroforHh en ttl de Asrll•ld• e\ 61', UrH 811 en 1oluclón 
TIE u. L• Unción H rHll16 con br-.iro de •lidio ' el tel H 
fototrefló b•Jo llu.lneotón con luz ullrevioltl•· 

ll 6ut de MM purificado por tl llÍtodo de OnSCN-C1CI, 
21 lut de 111111 purificado por el llÍtodo de Gn~l-Prot K 
3) 3ut de RNo\ purificado por tl llÍtodo de Onlitl-Prot K. 
41 Sut de ...,. pur lf le.to por el llÍtodo de GnHCl-Prot K. 
51 3u1 ·de RHll purificado por tl llÍl•>~o dt RNo\ ollOfll•••lco (prte•r•slon IJ 
6) 3ut dt llHA p•Jrlflcado por t\ ll<ilrJclo de RNA clloel•1•lco tprepareslon 21,· 
7) 3ut de RNo\ purificado por tl llÓtódo de RNA cltoplet•lco (preeereclon 31, 

ltota11 Gn&M-C1CI.- IMÍlodo de purlflceelÓn con tloclanalo de 
9uanldlne - tredlente de cloruro dt soslo, Gnl.:l-Prot K ,- llÍtodo 
IM hidrocloruro de tu•nldlna - trel••ltnto con Proltlnua K, 
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fitura 6.- ~·11111 tl••troforét!co tt ~ l2!.!l tt w@!:.Q 
•x\rlhlpohl•lco t l!.\22!!1!!2 tt tt1Aa. 

Dhtlnl11 11r.,1raclon11 de RNA <3utl fueron 10Ml!d11 a 
eleclroforHh en tel d• llcrtlH!da al 6\1 UrH 911 en 1ol•Jc!Ón 
TIE U, antn ' dupuH de la d!tHtlon con llNAsa libre dt 
RNll1a1. La l!nc!Ón tt. r!llhÓ con broauro dt •tldlo ' •1 gel tt 
fot.,.ral!Ó balo l11J11lnar.l6n con luz ultravioleta. 

A.-
1 l RNll ck h!pot.ilaao <RNll cltoplet•lcol, 
21 llWI dt hlpot.il .. o (RMo\ c!topli'tm!co), Tnlado con DNAH. 
3> llM de hl11otál11RO Ul11SCN-C1CI i 
41 RNll dt ht110Ul4llO <OnSCM-C1Cl1, Tratado con DNllsa. 

··-ti llM de cer•bro <OnHCl-f'rot K>, 
2> RNll de cerebro (QnlCl...Prot 10. Tratado con DNo\11, 
31 RNA poli <Al+ d• h!pot•t••o (GnHCl-f'rot Kl 
41 RNll poll<Al+ dt h!pot•1t.o <On!Cl...Prol kl. Tratado con DNAH 
Sl RNll poi HA>+ dt hlpotiilamo <GnHCl- Clorolor•o/f;utanoll 
6l Sut de fiNA no poll<Al de cerebro de rata <h"acc!on que !luye 
COfl alta HI de la col11•na d• oli10-dT cdulo11l, 

Not111 OnlCl-Prot K.- llÍtodo de purificación con hldroclor•Jro dt 
1u1nldlna ' trata!ento coro Prote!naH 1(, ClftHCl­
Clorofor.oiBulanol.- Ñtodo dt P•Jrlflc.tclÓn con hidrocloruro de 
euanldlna ' extracclon clorolor1110/b•Jt1nol. GnSCM-C1CI .étodo d• 
purificación con liocilnato de t•J1nldln1 - tradlente de clorOJro 
de colo. 

6 

J , 



' ',-. ,_ 

3 A 

Fltura ,7·· 6Úll!.l1 !!!.tlWoréll,'>l! si!. 121 ~.-1ll 11! 
SrWelO!! lW1n a l!lM a l!lpoltlt!IO t 'D. m..9'!:2 a WJ,. 
Dlverttt 11re11ar•I-• de RHo\ fuerO!! trWldtt e11 litado de 
retlculoclto de CO!!tlo 1-.le•ntado cO!! l35-Sl-ftltlO!!l11a. 
Allcuottt de lOul fuerO!! •-tlda1 a electroforHll en "' de 
l'ollacrll•lda • SOS al l!n, r el "' fue tratado para 
lluorotraHa. TI•- de .. 1101lcloii 3 din. 

ll .., -21 MM POllllll de árH 11reCÍptlca de rata1 ovtrlecta.hadH. 
31 Rito\ poUtlll de l!t11otéluo total de rala• NCho. 
41 MM POllllll de cerebro .. trthl11ota~alco d• rata1 ucho. 
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Fttun e.- 6!!!1.u.b electroforittso u w &i!IYs!21 n 
tr!ldw;clÓ!J ll!!l!Jftopreelpltldot ~ !l ~U ~J_gnñ 
llKL-i., 

Diverau 11re11•r•eionu. de RNo\ fueron tr•dt•r.ldu en llHdo de 
rtllculoclto de con1J, tUlll .. entdo con C3S-SHletloftln•. El 
•~ulv•lent• • 2 M t<i c1111 d• 11roducto1 dt tr41dur.c1Ón fueroft 
lnmuM11rtcl11lt•do1 con ti 1ntlcu1rpo 110nocl0Hl utl-1.lflH lill<L2 
U 20n1/11I> en 11ruenei• o en .UHftc I• d• l!f.'H 1 lntlttco, lo1 
productos inmunOPrtciplt"do' fueron purif ie•do1 y 1C•Mtldo1 • 
tler.troforHh en ttl de Poll•crll•ld• - SDS •1 tSX. TIHflO dt 
UllOliCIÓn 8 HMMlo 

Productos dtt 
11 ANA de áru pr1oÍ>tlc• de r•hl ov•rltcta11lz4ldu 
2) RMA d• are• prtÓpllc• de r•lH overitc\OlliUdH. +lOut d• L~. 
3) ""' de ht11ot.Íl4llO dt rita Mcho. 
u RMA de hipol.ÍllllO di r•I• MCho, + lOut d• LIWI. 
51 RNA d• cerebro edrahipoteláinico d• r•I• Htho. 
61 RIM de cerebro extr.ahipotal.Í•ir.o dt r 0ata Hcho, +l<iut de lltl\4, 
7l llarcadoru d~ puo 111ol1eul•r (ver arllculol, 
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1,631 pb 

517 
506 
396 
34' 
298 

221 

154 

Fltur• t,-~ 111ctro!orétjtt !l!1 ~ ~ l!l!tl!J.h, 
1-roKllNda•nte un decl• de volu..n de la •1cla de reacclOll ci. 
dnte1l1 de cONA caden• Hncllla, rHlt1ad1 en autencla 11 ' 21 ' 
"CHHcl• (3) de ActlftOlllcln• o UOOut/•ll. fueron IOMtidol • 
tlectroforHll en "' 4le krllalda al 5\, llr•• .. tn 1oluclón 
r• u. <4>, lltllo del plát•ldo pll!l322 dl .. rldo con Hin f, Ti••o 
de .. ,.01lclon del 1•l • autorradlotr•fl• 15 hr1. 
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Fi1ur• to.- ~..l 1l•gtroforé\iso u !l!!!1!!ll1 rrwrer.19!!!1 
U~ tY.!!! 1ene11ta. 

El cDNA cackH Hnclll• tn cad1 rHcclón, flll llnt1llzado • 
partlr M lut di Rllll polHA> .. utillzando 1nzlM1 d• dlltlnt11 
e•"'' c-rcl1l11. Un décl112 dt volUMn di cada Mzcl• di 
reacclÓll fue tOMlldo • 1l1ctrofor11ll 1n ttl dt Aeril1111ld• 5lt, 
Ur11 811 tn solución TllE u. Tl•lllPO d• ••flOllcl.rn dtl 11l • 
autorradlotrafl• l2 hrt. 

l> tO U dt tnZIM dt loh1rlnt1r llanhtl•. Tl1111Po dt rur.clón O •In, 
2> lO U di enzlM de lolltrlnttr llanh•I•. Tl1111Po dt rucelón 60 •In, 
3i lO U d• enzl•• di lohtrlnv•r llanhtl•. Tl1111Po dt reacción 90 •In. 
4) l50 U di enzlM di 8.Jhtrlnttr "•nh•I•. Tlt•o di rucclón 60 •In. 
SI 25 U d• enziH de lohtrlnt•r llanhtl•• TltMPo de reacción 60 •In. 

1,631 pb 

517 
506 

396 
344 
298 

6> to U di 1nzlM di Pro .. 1• Blottch (lote ti. TltMPo de rucclÓn O •In. 
71 lO U de enzl•~ doe Pr-11 Bl.,ttch (lote ti. Ti1111Po d• rur.r.16n 60 11in. 
8> to U di 1nzlM di Pr-•• Blottch \lote 21. T111npo dt re.acción O 11ln. 
91 lO U de 1nllM dt Prou1a llottch (lote 21. TiHPO d~ rHr.clÓn 60 11ln. 
lO) DMA de plá1•ldo pllR322 dlttrldo con Hin 1. 
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El cllNA cldena 1enellla 1 ... 1lnltlhado a partir dt ~• d• 11111 
poll IAH• e- tt dt1cr lbe en la 1tcclOÍI dt •lodo1. Allc~ta1 dt 
2.!5 ul fueron toudu a l'>• Ht•OI O (U ' 60 121 •lnulo1 dt 
rHcclón. La Ht'Jnda hebra del e• fue 1lntttl1ada e- H 
dt1erlbe en la 11cc1ón de Mlodo1, •partir dtl cDIM caikna 
unclUa rHullante de la rHccloñ antertor. lllicuota1 di 2,!5 .. 1 
fW!ron l01111d.u a\ Principio 13• ' final 14i de la rHcclÓft, El 
analhl1 t\ectroforillr.o " lltvó a c4bo en "l dHnaturallzanlt 
de llerll .. lda al !5\, UrH 8tl en 1oluelon TIE lV, Tle.po cM 
expo1lctón a ... torndlotrafla 24 hr1. 1!5> DIM de plá1•ldo pBR.322 
dl .. rldo con Hln f, 
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Flt"re ta.- Il1"JtciÓt! á l.!~ fil:_ 

~roMIMd-11t1 Snt di clMI dclll1 c1dln1 <"' 4,000c,•> '"''°" 
utllh..io. 'ª'ª I• tltulac:IÓll di 1• NueltaH SI, 'or r1accloÍI, ·a 
c011C111traclÓll 11arlMll1 di 1n11 .. baJo 1 .. cOlldlcl01111 d11crltat 
111 la 11cc1&n di 11Ítodo1. El an•11111 H rHlllÓ Mdlanl1 
ll1ctrofor11l1 111 .. 1 de Acrllulde el 5?., UrH 811 111 1oluc:IÓ11 
TK u. TI-o de ,.,01icl~ del 111 a aoitorredlotref{e l!S 11r1. 

l l 1ln 1n1i•1 
21 O,OO!S U di lllllN (\ U/"I) 
31 0,(1!1 U di tftllN (1(1 U/"g) 
41 0,5 U de tndn (líl() U/utl 
!SI S U di tnzl-.i UOOO U/11t l 
6l 10 U de 11111 .. •2000 U/"11 
71 lltlo\ dt pl:<11\do pl!R322 dlttrldo con Hin f, 
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517 
506 
396 
344 

298 

221 
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Fi111r• &3.- ení.Uiu 111etrgfariUcq fs.l dM l.tt!.W UA 
klwAll 

Alleuot•• • lul M 1• ••el• de rtaeclÓll con 1•; IM!leaH SI 
hol1m111 final SOuU fuerOll tCllNd•• • ICK tl•ll'OI o <2) ' 1 11&11 
(31 , ""ª ti a111lhh 1l1ctroforét1co en "' • Acfil•lda !SI, 
Urt.a M 111 •oluc&cfti T• n. TI•- di '""°'lclOÍI dtl "' • 
autorr•lotr•f fa IS llrt. 
<U IJIM dt ,&1 .. ido '1111322 dlttrldo COll Hl11 f, 
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Fltur• 14,• ~@l. W&, t!t W !.l!W. tt Hlr ce 
1 ~ 

l uecel~ K lA 411!~ e2!: !!!.\ !!l!!M !l!_ rHlrl el 

Un •lcrotr- de 11* del plá••ldo p8R322 fue Y• H• 111 dlt1rldo 
dlrect-nte con la enzlu de rutrlcctón EcllRl o 121 •lllado 
con la "'t ll•H de Ecoftl y S-Adeno•ll Mtlonln• e lncubedo en 
pruencl• de l• enzl ... d4 rutrlccl6n Ec~l bajo lH •l1•H 
condlclonu que pua el anterior. (3) llNo\ d• plÍ1•ldo p8R322 1ln 
dlterlr. El aníll1h el1clroforÍttco •• rullzÓ 111 •lnltel IM 
•ttrOH al li 111 1oluclÓ11 TRI o. 2si. El DMll fue tell Ido con 
brOllUro de •lidio y folotraflado blllo ll•l•lnr.lón con 1111 
u\lravloleta. 

6\ 
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El cllM f• Utldo a la1 ..._\tllorH 111 Eedll llaJo lat 
condiei-t llttni\at en 11· tteeiÓll dt •toctot ' pot\erlor•n\t 
f111 dl .. rldo con la t111lu 111 rH\rlccitMI EeGlll, AllCllO\at 111 l11l 
111ltt l21 ' .,,.,., (31 dt la dl .. sllÓll cOll Ecolll lutrOll 
111allleda1 •dl111\t tltc\rolorttlt tll "' dt Acrll•ldl 1\ 21>\, 
Urta M •• tolllCIOÍI T• U, 01 OlllOllllClt&tido 111 16 llattt 
11\llllado e- con\ro\Owrol. Ti••o dt tlQlotlcloÍI del "' a 
111\orradlotral Ca 2 dlat. 

62 



'··~ .-. ' 

.. ·, 

6 • 

Flturl l6,· ~ec1Strhtsl~ tt m tnurtot !!!. ~· 

•rod ..... nt• IOut de IJlll de b11ellrlÓf1to1 rtcollblnent .. 
(conj1111to1 de 3 11ltc11 1hlld"'I fueron dl1trldo1 con 11 enal .. 
de rHtrlcclÓll Eclllll r 1pmtldot 1 •ltctroforHll IR tel de 
lll:rll•ld• •1 Sl en 1ol~ton TIE u. El UNA •• tillo con llr09Uro 
de tlldlo r el .. , H fototreflÓ bllo U1111tnectcift con l•H 
ultr1vlolet1, 

11 DM del 11lÍ11ldo '11132'- dl .. rldo con Hin f, , 
21 Diio\ deAttll con ln1erto control Ur1t•nto de 11l1Hldo de 3lbl, 
31 llllA de b1cterlÓI"º' reclllbln1ntn (conJunto U 
4> bfll de bacterlÓfqo1 recOlllblnantn !conjunto 2> 
SI DM lk llecterlÓf1101 reeOlllblnantn (conjunto 31 
61 bfll de btcterldf"º' recOlllbln1ntn. (conjunto 41 
71 llllA de b1cterlÓf1101 recOllbln1ntH !conjunto 151 
81 bfll di bacterlóf"°' recotlblnenlH 1ln dleerlr !conjunto SI. 
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Fl1ur1 11.- !!§!W!. l. 1.!!t~ !lt! 2}l1onycl•Ótldo !!_nlétlcQ. á 
I!ll~ 

n. 3 a I•> P110l11 M dlltlnto1 oll1onuel•Ótido1 1intít1co1 fueron 
folforllado1 con luCI de JC32-PJ-loTP r O. IU d• la •nzlu 
Pollnueleótldo clnaH n T4, bajo lH condlclonH n1crlt1t •n 11 
Hcclón d• .étodo1, El an411111 H rullzo Mdlant• 
•l•ctroforuh •n t•l d• loerll•lda al 20X, UrH 8" .n solución 
H:IE U, Tle.,o de expo1lclÓn d•I tel a aulorr;idlotraf {1 2 hrs, 

l) 2:i...ro control 13 Pllllhtl 
2) 2~Mro control (l p110l1> 
3> 22Mro de TAH (3 'llOlal) 
41 2411oro de TRH (10 PllOIUI 
51 24-.ro control 1 (Sp110lu > 
6l 24Mro control 2 •3 PllOIHI <no H fo1forlla •flclenl••nt•l 
7> 2711'2ro control 1 <3 p111ol10) 
8) 27Mro control 2 (3 P110IA1l 
9¡ 2711ero control 2 <3 PllOIHl 

64 

9. 



28 s -
23 s -

18 s -
16 s -

.. 

F'áturt 11.-~ ftl ll!M K I!!I! PZ hlbrldlltelon UH 
l!l!:!.!lltn... 

lle lntt •lcrotrao1 dt ceda pr9'trae !Óft de llM fu.ron •-tldo• • 
•ltctroforHll H .. , d91Hturallze11tt de Atarota l.SI 
F'orMldthfdo 2.2" r fu.ron tran1ftrldol • 111troc:tluloH. La 
h!brldhtel6n w •••1116 cOll lOOnt d9l cDNo\ de TllH d9 hl11ot61-
dt rata u.2 • 10 e,.1.u e- H dHcrlb9 •11 la 1eed611 dt 
.. todo1. flt•o dt ••Pollcte!ll dt la •ér111a a autorradlotrtf lt 2 
dlHo 

11 11111 total dt f, coll 
21 llfM total de hlpot'1- dt rata Ulllo\ cltoPU••lcol 
31 Rtlo\ ...,1ut11>• dt hl110t•1- dt rata 

e_, Mrcadorn de 11tto moltcul1r H utlll11ron 101 lllA 
ribo109~ln dt tl!Ctrlott• r proc1rlolt1, ltnldo1 e- H dttcrlbt 
en la 1eccl6n dt .. todos. 
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Fltura 19.- CUetlOctdO!! llt ll ~ 1.1.ni!l B l!M f.ill!~ 
!l!. hlpottl•o, neceurlt !!t.! l! ~ el !!_!1tJero B DI! 
~ hlbr!dhtc161t ~ !!!!!:!l!!!:!!. 

Cantldtdn varlllllH de fWI de hl,ot611110 de rttt ' de rttdll 
(aju1tando la coneentrtcldll final del RM 1 lOUt eOll IWI • 
cerebro eMtrllll'°taUalcol fueron 10MUdt1 a electrofor111t en 
tel de1natur1llnnte d• ,...,.011-ForMldehldo r fueron 
tran1ferldtt a atllbrant de nllrocth1lo11, l.1 hlbrldtltcldll tt 
llev6 t c•o uUU11ndo lOO!lt del cDIM de 1111 Mrcado por "nlck 
tran1 lallon" l4. '5 11 lO c,.1.u. Ti••o de • .,01lc16n de l• 
.... , ..... tulorradlotrafl• a dlat. 

ti IOut de IWI poUlil>t de eeretlro .-trahl,ot¡.l61ilco de rtl1. 
21 IOut de llNfl 'ºll lAI• de hl,ot61aao de rtt6n. 
3) '5ut de RNA polllilllt de hlpot6hMO de r1t1. 
41 lut de lllVI polllAI de hlpol6hao de rtl1. 
91 0.'5ut de RIVI '°11 lA)t de hlllO"ltaO de rttt. 
61 O, lut de ANA 'º' HAlt de hlpot61aao de r1t1. 
7J 0.0'5u1 de RMA 'º" IAl t de hlpot61aao de r1t1. 
8) !Out de RIVI total de E. coll. 

Coao •JCctdores de "'º 1111lecu ltr H ut ll htron lot lllA 
rlbo1-l•• dt eucarlot11 y procarlotu, tenido• coao H de1crlbe 
en lt Mccl6n de •tod<i1. 



'• r 1 :, ...... 
28 s 

18 s 

• 
,, 2 

,. ... ,. 20.- ~tsterhact6! !ftl ~ !lt I!!!t llflHlt 
htbrlfhacH!I m !l O!l191!!!Cl!(itlft!f!!!l ~ §t11enr:--

V.int• aicroer-• • NM 1101 HAI+ de c•rellro •ltr!hiHtal•ico 
(ti ' • hil'Otll- «21 • rata ,.,.,°" •-Udot a •l.ctroforHlt · 
H "l ••neturalhant• de Aear0ta-ForaalMhl., ' f-Oll 
tran1f•rido1 a •lbrana de nltroctlulota. la hlllridi1aci611 u 
ll•v6 a cabo con el 0!11on1JCl16tldo • Till aarcaclo a ... 
actividad Hllftlfica dt 2.3 • tot cpa/ut <•rod...._nt• 4.S • 
10• ""'º"' La Mllllrana fu. lavada 2 wctt '°" S 1111 a 
t..,.ratura alllinte ' a 3,.C, TitOllO di '"'°'ici• * . la 
••rana a .. torradlotr1fta S dia1, 
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· Af'EHDICE l 

AllliEYIATURAS 

ólCTH HaNon• AdNnocorticotrcfpica 

ali' Factlll' Llbradar de la Harllana Adr.nocorticotrápica 

llM Ac:ido dnalc ir ibanucl ele o 

cllHA DNA CDllPl_t.,.lo al llllA -J-
IJl!T Dl..to.itrltilo 

DTT Ditlotreltol 

IDTA Aci• etl1• dl•ino tetracetico 

FIN ....,._. fol lculo •ti111lente - Acido IMI •lno llutlrlco ... ...._. llllrador• do 1• ._._.del Cl'tlCiOl•to 

LH ...,._ lutolnl1onte 

Ulll ...,._ Ullradaro.do lo ,_._. lutoinl1onte ..... Acldo N-2-llldradetllonpil*'Uin ll'-2-oteneulfcínico 

IPTI 1.,,,.1 l ·-0-TIOHI act•lr-ldo - Acldo rlbanucl•ico .... __ ...,_ 
11111\ pol I CAi ÍINA oenNJ- con catlono• do ,al latlonln• en el e.treoo 3' 

tRllA lllA de tronsfrencia 

llli DadeCil sulfato do IOljlo 

TCA Aculo trlcloroac4Uco 

THF Tetrallldrofur-

TIH Tirotl'Ollln• uh- nti111lente del tiratrapo 

llilal 5-brom·4cloro-3111dol ll f D·t•lactaplranosldo 
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N'ENOIC~ 11 

ltEDIO$ DE Ct.l.TIYO. 

~c!iq lurla 

TrlptOfta ltr 
EMtreclo de hvadun o.s.r 
Cloruro de Sodio ltr 
Yol1111tn tohl 100.l pH 7.!I 

11«~'1 ttlW! 

Nl MlM IOtr 
Cloruro de ... nello 2tr 
l•trecto cl9 Levadura Sir 
Cloruro de 1ocUo Sir 
YolUMft total 1000.1 P14 7,S 

lldil '1 

CH•l11HCldo1 10.r 
E•tracto cl9 Levadura Sir 
Clor11ro de todlo 3'r 
Cloruro de 11ota1lo 2tr 
Trb-tlCI 3'r 
Sulfato de ...... 110 1.~ 
Yolcmtn total 1000.l '"7.4 

~-~!t 

Claruro * tcid lo O.IN 
Sulfato de MtMtlo O.OIN 
Trh-llCI pHi.!i º·"'" Gtlatln• o.on 
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COllEN, l., ¡, L. CHAW, L. DIAZ DE LEÓN, a. P. MILLAR, A. ARJllUIA, 11. a. llOUllON AND P. 
JOIEflf·llAYO. All'11fllll 111~"1/tfllt11w LHAH '"'"'''" 1yru/wilu4 lit ttl/rrt 1y1tt1U. llAIN US 
IULLNlll-ll•,1•.-10-..kl __ ... _""""ol ... ~- ........ -
(LfflHJ-,llOIJ(A~INA_,..,,...... .. _,.........,._iotwoMINA ....... <tl 
l'lw-ar-.Tlllll-..-.1--............lridltwo_IMt.....,...LHRH --....... -.--...,-....... ~_, ... .,, ... ~--ritJllM ....... ,, .. _io __ .,,_,,,,.,._,.. ... No, un•-· 1"ltl'lfll*-.. ~.,,..No. 7üwl-LHIH_or., ___ .Howo..,,tlit_.w., 
.. ..,.....,,_,LHIH-........ -.... .......... -., .. -io_..-.LHRH .... -........ n..--....... LHIHtalNAll-iomrJow_io.,,.._or ........................ ,.,, ....... , .............. ., ........ ~. 
LHIH....,_ ._........ Ctlflw- dNA Hr...- -

THE italltloal27JMd-ac~(l7)of0. . ,,.,......, ...................... ~ ......... 
""'- CLHIH. ·hit-Up--·Jyr'llr·IN-111·lllO-llY· 
NH1l ... WJo0.koow ...... of ... - .. ohctiooof 
lllla hor-. wkh nprd to O. cotllrol of Luleitiliti& Hor· 
- ... Follidl Stltntalolitll H.,_ ttcretltltot (l6J. 
Ne•tftlltl111,lilllt 11 k-..-O.lliotytldlnlaMtlpro­
..... .,111e .................. _y llJCftlllla Jotltldtllle 
llle 111Cfltli,. of ha lliotyntlletlt .... .,... -·lo Jhe 
Ctnllll Nm- SyalelR of O. ... a ••ry -.e 111 of ceU 
.... (ll'OUtld '°°' in .... """"'° .... 11111 .... r1or hypo­
,........ ,......., LHIH i-oclivi1y (lOJ. Very few 
h*td LHIH '-cocli•e ctU-. ......... klen­
lil!M in olMr bnlo 11e11 JJJJ. LHIH la alto pnMnl in 
plocellft, wlle11 h ia bioayndlotiiH in lit• J J J), lltlll in Jelli1 
(:19). 

Tiio 11n1 u....-.ta oa LHIH bioayntheaia -teda 
-- .......... of lliotyttdletia (241. Aldlottlll 
"''" lf"Cultlloaa ....... tdlltld by • ..._.v1t1e ... 1hat ..,...tetl a ri........, ""'* ofbloaynthetia (11), ;ar..,,... 

Jioo ......... hypolholutic _.,_ la ttlll ••ry ....... 
Tiio ulalcnce of llieh ....... wlilltl LHIH 1111· 
_., •• -'" 1- of ~ .... 5.011114tlmM tllltl 
-o11n1.-,,.....,...,..,_nn1-'edby 
lllalytia of hctiotll ""'" ... ftllt'lllotl .............. y of 
hrpodlaluiic .. u.:111201. <lllltr tUthon 111 u1i111 • similar 
-hobaervedLHIHl...,......ocJive-inofl6,000 
lltlll 1,lllO dttltoaa, bocll ,....n1 lo hypotlllflltk atttl pi/Icen· 
talutrocta. In _.i Jo lllt pri.-y JlftlductofJflfttlaJioo, • 
....... ,. of 21,llllOdlllallt ... --ed by'"'"'""""'"º 
c1Jit11ioo or hypot.....,lo mlNA cell frre translatioo pm.1. 
ucla (4). In conlrut Jo Jhnc multa, • htuMn pl/lcental 
cDNA olofte lhat codea ror. 10,000 dallotla peptkle Clltllain­
... l ... LHIH Mqunc:e in betwmi a ltadrr peptkle on4 a 
polir of bulo relidun followed by '6 11r11ino ocid1 w .. ¡..,. 
laled ........ ed (21). 

In Jhia oommunlcatlon we ..,.n the reaulJa of our al· 
tell!Jlla to idenliry the LHIH prccunor (primary produ<t of 
translation) UUlll IWO difrrrent MliMra for illllllUlllll'fC<ipi· 
Jatlon analylia of <ell r ... translation producl• ªª .... pmi-

'TM1 wort wu panly (unded by a pul from lhe Conlt,jo N.:ional de Ciencia y Tci:nolotf1 (No. PCCBNA 001926). 
11tfpantt for reprin111haukt be llddrnMd lo Dra. P. Joscptt.lravo. 
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ously done for soma1oslatin (9]. We studicd the tmnslation 
products oí mRNA isolatcd frnm rat hypothalamus, human 
placenta and control tissucs. 

MATERIALS 

Ouanidine-HCI and Extn1cti·gel wcre obtained from 
Picrcc; oligo-dT cellulose from Collaborative Rescarch; 
protein A sephamse CUB, trypsin, clostripain, phenyl· 
methyl-1ulphonyl Ouoride <PMSFJ and pancrea1ic bovine 
trypsin inhibilor (type l·P) from Siama Chemical Co.: syn· 
thctic LHRH from Peninsula; L-i:~1s1-methionine ( 1,059 
CUmmol) and L-rHJ-proline (llO Ci/mmol) from Amersham. 
and 1.-[''C[·prolinc (2l0 mCi/mmol) and L·l'HJ-leucine (110 
Ci/mmol) from Ncw Encland Nuclear. The two LHRH 
anlisera used were No. 1076 that recasnizes lhe intemal se· 
quencc ser-tyr-aly-Jeu·ara: and permiued to demonstrate thc 
preaencc o{ hi1h molecular wciaht LHRH immunoreaclive 
specics in lhe hypo1halamu1 120,211 and 74l for which thc 
amino acids lrp-aer-tyr and ara are essential for bindin1 10 
thc antiserum and aUowed lhe dctection or hish molecular 
wclaht forms and LHRH ccll bodies in thc hypo1halamu1 
(12,211: in prcliminary uperimcnts wc confirmcd thcir ca· 
pacily lo bind protcin A·sepharose. 

METHOD 

RNA Prc·pamt/1111 

Mole Wi11ar ral hypolhalaml inchldina lhe preoplic area. 
preoplic arca alonc or cxtrahypo1halamic brain werc dis· 
sccted and immcdiately írozen al -70°C until RNA prcpara­
lion. Total E111m111k•IH1 hi.uol,Wlrt1 ( 191 and Tryp1111t1.'m11t11 
crut.1121 cell culture eXll'Kll wcre uaed for RNA exlraction 
and purifk111ion. Human placenla werc oblained at term of 
pre¡nancy, cut in pieccs and froun in liquid nitn>1en im· 
medialely. RNA rrom all theae sources wu extractcd by the 
Ouanldine·HCI procedure [6) wllh some modificalions 1161 
(0.~.4 1111 of RNA were obt:aincd per pam oí tissue). Hy· 
polhalamic, preoptic arca and cxtrahypothalamic brain and 
p(acenlal po(y(A~RNA1 W<R prepaRd by one P••- over 
ol11o·dT cellulote [ IJ (Rcovery; l0-60 l'I polylA~RNA per 
lflftl oftissue). 

Cdl Frr'' Tr111ulu1i1111 

Each RNA preparalion was titraled for tr.mslatinnal ac­
tlvit)' in ehher rabbit reticulocyte lysate or wheal aerm ex-
1rac:11. Aliquot1 of RNA (0.5-2., µ1• wcre 1ransla1ed in a 
nucleue trcaled rabbil reliculocyte lysalc 85 described (231. 
Total reaction mi•lure (IS µI) conlained lysalc (S µI), 40 mM 
pota11ium chloride, 100 mM polasslum acclale and 10 µCi of 
labeled aminoacid. The millure wa!'I incubaled for 60 min al 
30"C and 1ynlhe1i1 was 1crmin11ted by addition oí' µg of 
pancreatic ribonuclease folluwed ~}' an additiunal 1 S min oí 
incubational lO"C l'I· When the wheal acrm cell free system 
was used, wheat aerm obtained rrom General Mills, Vallejo, 
CA was prepared as described 12SJ. Translation was per· 
formed under substaturatina corn;enlration oí mRNA usin¡ 
2S µCi of ¡:usJ-methionine or PHHeucinc in S µI for 90 min 
al 2l'C [22). 

In either systcm, the lranslalion mix1ure was ccn1riíu¡cd 
al ",OllO 1 fur I~ min and for analysi!'I of tolal lnmslalion 
produc11 an aliquot (S-10 µI) ur the supematant wm1 mixcd 
whh 10 µI Laemmli buffer l 14J, boilcd íor S min and sub­
jectcd to sodium dodecyl sulfate (SOS) J'(.dyacryl¡¡mide elcc­
lrophoresis un O.S M urca, 12"k acrylamide, O.J'íf bisac-
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rylamide (for reticulocyte lysa1c products) ur O.S M urea. 
IS% acrylamide 0.41if bisacrylamide (for whcat gcrrn prod­
ucls) slab gcls for 2.S hr at JO mA [14). Gels werc prepared 
for nuorography (IS), dricd and exposcd wi1h Kodak XRP-S 
films and intensifying screem, al -70"C for 4 da)'S, Those 
RNA preparalions thal synlhcsizcd high molecular wcight 
protcins and incorpor.Ued 4 limes more counts into TCA 
prccipitablc malcrial than thc cndOBcnous RNA in rabbit rc­
liculocyte lysatc or 10 limes more in wheat ¡enn extracts 
werc uscd for immunoprccipilation purposes. 

/t11111111111¡1rl'c·i¡litt11i1111 t:x¡u•ril111'11l.\ 

Ten to 20 µ1 oíRNA were transla1ed in eilhcrofthe lwo 
cell free systems. Al lhe end of the translation, the mix1ure 
was immcdiatcly diluted 1:1 wilh 2 X immunoprccipitalion 
buffer ( 1 X: 0,0, M sodium phosphate pH 8.0, O. U M sodium 
chloride, 0.002".-'c sodium azidc, U.002 M PMSF, O.Y.f Triton 
X 100, 1 mg/ml oíbovine serum albumin) ami cenlriíuaed at 
11,SOO 1 for U min at 4"C in a microcentrifuae. Aliquols of the 
supematant wcre incubated with the anti-LHRH anliscra or 
with non-immune rabbil serum (NIS) (1:.500 or 1:7'6 final 
dilu1ion) in lhe presence or absence of IOµa of LHRH. Aíter 
24 hours al 4~. lhc lncubacion mixlure was paned throu1h a 
100 µI (wel volume) prolein A-sepharose column which was 
previously equilibraled wilh immunoprecipitation buffer. 
After 3 washes o( une mi wich this buffer and 10 more wilh 
phosphale bulfeRd llline (PBS) al pH B.O, lhe immu"°""'­
cipitaled material wa1 eluled in 1 mi of 0.1 M acelic acid ( 16). 
Thc acidic eluales were c0Uec1ed, lyophilized, dinolved in 
L.aemmli buffer 114111nd boited ror' min in lhe presencc of 
O. 1 M di1hlolhrci1ol prior lo SDS·po(yacrylamide 1lab .. , 
electrophoretic analysis (sec leaends of Fias. 2 and l). After 
eleclrophoresis, HuortJ1raphy was performed 111 indlcatcd 
for the analy1is of total tran1lation products for lhe lime 
indicalcd in the le¡ends o( 1he filures. 

l111111111111¡m•1·i¡1i1mi1111 A.ftt•r t:J,•1·1m11l111n•.\Í.\ 11111/ P1•f'li1ltuk 
IJin1·.1·1i1111 

In order 10 increasc the possibility that the LHRH 
anlisera rccoaniud pan ofthe LHRH sequence in a precur­
sor, wc followed a second approach: tr.1nsla1ion product1 
were separated throuah SOS-polyacrilamide slab aet clcc-
1rophoresi1 ( IY'..f. acrylamide, o . .-..f hisacrylamidc>: 1he prod­
ucts wcre elu1ed from lhe 1el matrix by cut1i1111he ael in O.!'i 
cm long. J,, cm wide pieces and incubalina each one in O.!' 
mi of O. IW sodium bicarbonate and O.Y'hi SOS al 37°C wilh 
qilalinn for 11 tolal or 48 houn 12 hull'er chances) 1111. The 
cluatcs wcrc made SOS-free with E11.1rac1i-1el, concenlraled 
by Jyophiliza1ion, di'i!iolvcd in 200 µI oí wa1er and incubated 
for 2 hours al J7ºC wilh 50 µ1uf1rypsin or' #'I oí closlripain 
(lolal vnlumc S-00 µ.I). Afler cnzyme inactivalion wi1h 0.4 µ1 
uítrypsin inhibilor al 37ºC for 30 min, the di1e5led malerial 
was incuhatcd al 4ºC for 2:4 houn whh No. I076 or No. 743 
anthera or NRS al 1:1000 final dilulion in lhe presence or 
abscnce of 10 µg oí LHRH (SOO µI final volumel. Aítcr this. 
20 µI (wcl volumcl uf prolein A-seph11.ro1C were addcd and 
the mi11.1ure was incuha1cd at room tcmperaturc for 2 hours 
with cuntinuuus genllc shakin1. The resin was sedimenled 
by ccnlrifugalion at 1500 a for U min. washcd 3 limes wi1h 
immunnprecirilation buffer and 4 rimes wilh PBS pH 8.0 ( 10 
min for eitch w;1shing periodl. The immunoprecirlta1ed 
material was thcn clutcd with 2 mi 0.1 M ucetic ucid and 
nutiom:livi1y of 1hc ucidic clualcs dctermined by liquid scin· 
tilh11ion cmmlin!?. 
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I076Mllleru11n1 hypoillolulk:,nl fl'<Ollllc ueaorhuman 
plKefttal cel he prod .. 11. <lftly onoe lhe No. 1076 
.. 111ena11 1-cq,ilaled 1 pepeldo of 11,000 dal10n1 
r.- l'HJ.lo .. I• lallclrd lfllllla&lon .,...i .. 11 of ni PftOllllc 
ami INA. ffowe.,r, lhi1 wu oaly ,... after _. tllaft 3 
-h• of lluonlpaflhy (dala not 1llown) llld lhe peptide 
lllPIWld ll01 IO be dotl<:led - ral h)'flCJ1haliunk or 
hu111111 pllcnlll prod .. 11, or when oupplelllfnlh• lhe ccll 
lne 1y11em with ("S)·lllflhlonlnc or l''CJ.prollnc (dala not 
1hown). 

No band w11 obtened when we perfonncd lhe immuno-

~~~~~1=i-'tH':~==% 1:.~;o; 1~.:i~1h.i'!-
n_....,y (dala not 1hown). Wi1h both No. 1076 or No. 
743 1111iscra wc nc•er dclccled a 21,000 dal10n1 peptidc (data 
not 1hown) u wu prevlou1ly reponed .....,, hypothalamic 
('HJ-leuclne labcled proclu¡:11 wilh anolher anli-LHRH 
lft1ioerum(41. 

On 1he Olher hlnd, bec:au,. olthesc nqa1ivc re1ul11, wc 
inlcndcd anolher -h: wc 1cparatcd lhe ra1 hypotha­
lamic or hu111111 piaccnlal 1ranslalion producll (iahclcd wi1h 
("Hl-prolinc or l"Cl-prolinc or l"Hl-le .. incl by SDS­
polyacrylamide tlab 1cl clectrophomis, cul lhc 1cl in 
picces, cluted and di,c1ted lhe protcin1 prucn1 in each 
fr11ment and pcrformcd immunoprccipita1ion as describtd 
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in lhe Melhod setlkHt. By a papltk: analyli1 or lhe im· 
munoprecipicabk llMlioactivity, Vr'edttecled \larious peal!.• in 
cach •-: lhcy wcrc nor displaced by ucen LHIH, ond 
wcre pre1tn1 enn when irw:ubetiftl wilh NIS (data not 
shown). These peak1 e~ to rraanwn11 11ta1 con· 
1oined lhe hilhesl lftMJllnl of radiooclivily 111111 wcre lhcrclorc 
due 10 non-apecitk prcc:ipilation in spite uf lhe eaten1dve 
wuhu ol 1he protein A·acpharow prior ro elution uf 1hi: 
bcMlodmalcrial. 

DISCUSSION 

Wc ha•c prcviou1ly reponed 131 lhat lhc No. 1076 anli­
LHRH anliscrum immunoprc<lpi111n • protcln ol J0.100 
dallons amo• 1he cell rree lransbulon prOf.lui:u. ur r .. 1 h)'f'll>­
thalamic mltNA. Thi1 procein was atso rei;oanized amona 
human placentat produces. bu1 ils molecular Y1eiah1 dJrreml 
lrom thc reponed one 00,000 dallon•I lrom 1he hUITllln 
placcnla cDNA bank (211: wc would havc upcmd th• 
1nliserum fo rei;D1niu, al lcHI in the phu:ental mRNA lran\· 
l1tit>n producls. lhe IO,(Q) d»hons producl as "·ell. The re· 
sults or lhe uperimen1s reponed in thi!I i:ommunitalion 
confirm the facl lhal lhis anliserum recu1nize1 a prutcin uf 
50,(Q) dallons: hu"'·ever. whilc the band M:en dkt nul hcrm lu 
be an anifacl uf 1he tell free &)'lfem. il did nol follo-.· all thc 
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crileria lhlt wOllld -• thll 111 -n<e 11 r<lated to 
LHIH. In fact, lhi• pn>teln w11 pr< ... I 11 h..., level1 in 
lhe hypothalolllu1 lhan in lhe pr<optic ma (Wher< ..,., of 
lhe rll LHIH ... bodie1 ... COllCenll'lledl 11111 lhe bond 
w11 not displaced by LHIH. Monovrr, 1hi1 úlflll <IMlkl 
abo be aeen when inunu...,..cipi ... i"' lhe Htnhypotha· 
lalnic braln product1 with No. 1076 antiaeNm. Theae dala. 
topther wlth the fact thll it i1 abo obaerved wheft immuno­
prccipitati111lhe1ran1lation ~11 of E. hi.fto(\'tka INA 
•-ll lhll tlle No. 1076 antiaerum bind1 non·apecilk:aily to 
aome protein111 lhown by tlle con1tan1iy...,.., boc ..... nd 
ollterved on lhe ftuooillral>h1, a1weU11 on total TCA pr<· 
cipitablc count1. Ttli1 antiwrum bind1 eithcr a 50,000 dalton1 
non-chatactcriud ~ein with IOfllC' affinily for 1hi1 
antibody, ora proletn that is abundant In hypothllamic. pla· 
ccntal and E. hi.s111lytin1 ti11uc1 (allhotth thi1 latcr upfana­
lion sccms len likely bccause we did not ob1trvc a major 
protein in this molecular wcistn ranae in thc total translation 
producl1ofwhut1cnn and the une obscrvcd in rclkulocyte 
lysatc corrcsponds to 53,(0) daltons), Oivcn the ncptivc 
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... 11111 airo olllained wilh the No. 74! llllilmlm (lhlt hll 
been uaed to ......,;zc LHIH peribryal, the dala 1_.i 
thll lhe level of LHlH mlNA is le11 thlll O.Ol';f, of the 
hypo1halamic mlNA (the mh1i11111• levd of •iectM>n of º'" 
1111yl, The dala obtained wilh tlle dilntM>ll wlth trypsin ur 
clostripain makc unlillcly the po11ibiNty thal tlle nqativc 
...u111 .,. 1imply due to the f1<t that llle LHIH aequencc 
within the precW'IOI' mole"* would be unavaílable to the 
antibodies uted in thi1 lludy. Thew data which suae•t a 
very low lcvcl ol LHIH mlNA ue 1>0111ittenl wílh 1imillr 
r<porl• frorn other.....,,. (10(, wlth lhe very low numberof 
LHIH ceU bodie1 in the Centro! Nerv1M11 Syllem (!O(, wilh 
111 1·im dala IUfFllÍftl a very low level of LHIH hknyn· 
lhe•i• and tumover (ll( and wilh pr<Uminary data from our 
labora1ory u1irc 1ynthe1k olisoftudcotkle1 10 detei;t hyp. .. 
1halamic LHRH mlNA. The re1ul11 reponed in thi1 ~om· 
municalion 1ugc1t that 1he 21,000 dahons prccurwr ptplidc 
r<ported 141 may r<llfeaen11n1rtif1<l, in spitcofthe<untml' 
usN. The melhodokJsy thcy rcportcd doe1 not 1ccm 
adequatc cnou1h to detci;t a mcisate prcscnt al sau:h a low 
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le\lel. An carlicr repon suuesting lhe exislence of a 28,000 
daltons LHRH precursor in hypothalamic and placcntal ex­
trac:u (7) should also be considered with extreme caution 
because or the expected very low level of the precursor in 
these tissues. 

The only strona candidate for a LHRH precursor in the 
hypothalamus is the pcptide which scquence was derived 
from the human placenla cDNA clone [28). We were able to 
lff once a band lhat could represent a 11,000 dallons pep­
tide; however, the identity of this band could not be con­
firmed. 

In conclusion, we dcmonstrated that the LHRH mRNA is 
prescnt in vcry low amounts in the tissues studied and that 
the methodology we used is not peñormant enou¡h to 
analyzc- such mRNA. lt is lhen necessary to use methods 
which amplify the messa¡e; analysis ofhypolhalamic cDNA 
banks may be the most apprapriate slrate¡y, 
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