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AREA DE TRABAJO

El presente trabajo se desarrolld en los laboratorios de Quimica
Biomolecular, Biotecnologia y Biologia Celular de la Unidad de
Laboratorios de Ingenieria y Expresion Genéticas (ULIEG) del
Departamento de Bioquimica y en el laboratorio de Inmunologia Celular
del Departamento de Inmunologia, en la Facultad de Medicina de la
Universidad Auténoma de Nuevo Ledn, bajo la asesoria de el Dr. José
Maria Viader Salvado y la coasesoria de el Dr. Hugo A. Barrera Saldaiia,

la Dra. Martha Guerrero QOlazaran y el Dr. Mario César Salinas Carmona.
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L.L. Escamilla Trevifio, R. Mendoza Maldonado, .M. Viader Salvad6, M. Guerrero Olazaran, H.A.
Barrera Saldafia. "Optimizacitn de la produccién de hormona del crecimiento humana recombinante
fiisionada a la proteina de unién a maltosa (HGH-MBPr) en Escherichia coli." XIII Congreso Nacional de
Investigacién Biomédica, Facultad de Medicina, U.A.N.L., México, Octubre 1995; y en 1 Simposio de
Ciencia y Tecnologia Monterrey 400. Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia, Asociacién Neolonesa
de Investigacion Cientifica y Tecnolégica, Monterrey, México, Mayo 1996.

R. Mendoza Maldonado, M. Guerrero de Viader, H.A. Barrera Saldafia, J.M. Viader Salvadé.
"Purificacién de Hormona de Crecimiento Humana Recombinante (HGHr) por Cromatografia de Liquidos
de Alta Resolucién" XIII Congreso Nacional de Investigacién Biomédica, Facultad de Medicina,
U.A.N.L., México, Octubre 1995.



PROLOGO

El impacto que han causado la Biologia Molecular y la Genética Molecular en la ciencia
basica ha sido sorprendente, ya que actualmente se conoce con gran detalle la estructura
molecular de genes de organismos inferiores y superiores y se ha conseguido un avance
importante en el entendimiento de los mecanismos de regulacion que participan en su
expresion, Asi mismo, han sido o estan siendo resueltos importantes enigmas de la
Biologia Molecular tales como las bases moleculares del cancer, la diferenciacién celular y
la diversidad de anticuerpos. Por otro lado, el impacto que han tenido sobre la industria
ha sido tal, que se ha visto un incremento en ¢l surgimiento a nivel mundial de nuevas
compaiiias dedicadas a la explotacion de la Ingenieria Genética como herramienta
poderosa de la Biotecnologia Molecular, con la cual se ha logrado la produccion de
proteinas de importancia btomédica en microorganismos, células eucariotes en cultivo,
plantas e incluso en fluidos biologicos como sangre o leche de animales de granja. Por tal
motivo, en dicho campo ha tomado gran importancia el desarrollo de nuevas tecnologias
para incrementar los estudios de expresion, biosintesis y andlisis de proteinas
recombinantes.

El principal objetivo de este trabajo de tesis se centra en la estandarizacion de
técnicas que apoyen los estudios sobre la Hormona del Crecimiento Humana
Recombinante (HGHr), una de las principales lineas de investigacion en la Unidad de
Laboratorios de Ingenieria y Expresion Genéticas (ULIEG) en el Depto. de Bioquimica
de la Facultad de Medicina de la U.AN.L.. Dicho trabajo esta constituido en tres
secciones principales, el estudio de la biosintesis de HGHr en un sistema de expresion
bacteriano, la purificacion de HGHr a partir del sistema de expresién anterior mediante
métodos cromatograficos y la produccion de anticuerpos monoclonales anti-HGHr
empleando la tecnologia del hibridoma. Un aspecto importante de sefialar en el campo de
investigacion sobre HGHr, es que el desarrollo de estas tecnologias ya ha sido descrito.
Sin embargo, este trabajo representa el esfuerzo de nuestro laboratorio de incrementar las
lineas de investigacion sobre HGHr empleando las técnicas estandarizadas y los
productos biotecnoldgicos obtenidos, que por otro lado, representan la base para el
estudio de otras hormonas de crecimiento y proteinas relacionadas como los lactogenos
placentarios.

La culminaci6n de este trabajo se ha logrado gracias al valioso apoyo de muchos.
Por este motivo, es importante agradecer el apoyo de:

- Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia por la beca otorgada con No. de Registro
85948.
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Domingos Possani Postay, Jefe del Depto. de Bioquimica. Instituto de
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Resumen

Ramiro Mendoza Maldonado Fecha de Graduacién: Septiembre de 1996
Universidad Auténoma de Nuevo Leén
Facultad de Medicina

Titulo del Estudio: HORMONA DEL CRECIMIENTO HUMANA RECOMBINANTE:
BIOSINTESIS, PURIFICACION Y PRODUCCION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES

Nimero de Paginas: $0¥¢ Candidato para ¢l grado de Maestria en Ciencias con
especialidad en Biologia Molecular en Ingenieria Genética

Propésito y Método de Estudio: Con el fin de ampliar los estudios sobre las hormonas de
crecimiento y proteinas relacionadas como los lactégenos placentarios, se llevé a cabo el
estudio de la biosintesis d¢ HGHr y de ésta fusionada a la proteina de unién a maltosa (HGH-
MBPr) en un sistema de expresion en E.coli con los plasmidos pBHX y pMALchGH22K,
respectivamente. Se evalud la influencia de la concentracién de glucosa en el medio de
cultivo (% Gluc), la densidad Sptica al inicio de la induccion (D.0.) y el tiempo de inducci6én
(T.L.) sobre los niveles de produccién y el porcentaje relativo de HGHr 6 HGH-MBPr en
homogenados celulares, mediante la determinacion de proteinas totales por ¢l método de
Bradford y un anilisis densitométrico de geles de poliacrilamida SDS-PAGE. Ademis, se llevé
a cabo un analisis estadistico de los resultados obtenidos. Por otro lado, se evalud una
estrategia de purificacion de HGHr a partir del sistema de expresidn con el plismido pBHX,
la cual involucré un paso cromatografico de fase reversa, previa precipitacion con sulfato de
amonio. La evaluacidn de esta estrategia se realiz6 empieando la determinacién de proteinas
totales, analisis densitométrico de geles de SDS-PAGE y un ELISA contra HGH. Por Gltimo,
se llevd a cabo la estrategia de produccién de anticuerpos monoclonales contra HGHr,
empleando la tecnologia del hibridoma y una estrategia de inmunizacion con diferentes
antigenos.

Contribuciones y Conclusiones: Los resultados de la evaluaciéon de la biosintesis de
HGHr y HGH-MBPr indican una influencia decreciente de T.I., % Gluc y D.O. sobre los
niveles de produccién de HGHr y HGH-MBPr. Sin embargo, se observo un efecto diferente
de dichas variables en los dos sistemas de expresion sobre los niveles de produccién y sobre
todo sobré los porcentajes relativos de las proteinas recombinates. Esto indica la
importancia de la evaluacién de las variables de fermentacién en un sistema de expresion
recombinante para optimar los niveles de produccién.

Por otro lado, la estrategia de purificacion evaluada mostré bajos rendimientos en la
obtencién de HGHr. Sin embargo, la pureza de HGH obtenida fue alta, lo cual indica la
eficacia del empleo de una columna de fase reversa en la purificacion y ademas, la utilidad de
dicha técnica de separacién para la cuantificacion y/o analisis cualitativo de HGHr en
sistemas de expresion recombinantes. En la produccién de anticuerpos monoclonales, los
resultados mostraron que la estrategia de inmunizacion empleada fue adecuada para conseguir
altos niveles de produccién de anticuerpos en sueros de ratones inmunizados. Sin embargo,
no se obtuvieron los rendimientos esperados en la obtencion de hibridomas productores de
anticuerpos especificos contra HGHr. Lo anterior podria ser debido a la falta de control en
las condiciones de incubacion empleadas durante el proceso, lo cual provoca una baja
sobrevivencia de los hibridomag
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