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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 ¢l entendimiento de los mecanismos de regulacién que participan en su
expresion. Asi mismo, han sido o estin siendo resueltos importantes enigmas de la
Biologia Molecular tales como las bases moleculares del cancer, la diferenciacion 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 ¢n ¢l surgimiento a nivel mundial de nuevas
compafiias dedicadas a la explotacién de la Ingenieria Genética como herramienta
poderosa de la Biotecnologia Molecular, con la cual se ha logrado la produccion de
proteinas de importancia biomédica en microorganismos, células eucariotes en cultivo,
plantas e incluso en fluidos biolégicos 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 dec expresion, biosintesis y analisis 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 investigacién en la Unidad de
Laboratorios de Ingenieria y Expresién Genéticas (ULIEG) en ¢l Depto. de Bioquimica
de la Facultad de Medicina de la U.A.N.L.. Dicho trabajo esta constituido en tres
secciones principales, el estudio de la biosintesis de HGHr en un sistema de expresion
bacteriano, la purificacién de HGHr a partir del sistema de expresion 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 biotecnolégicos obtenidos, que por otro lado, representan la base para el
estudio de otras hormonas de crecimiento y proteinas relacionadas como los lactégenos
placentarios.

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

Ramiro Mendoza Maldonade Fecha de Graduacién: Septiembre de 1996

Universidad Auténoma de Nuevo Lebén
Facultad de Medicina

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

Namero de Pdginas: $0¥e Candidato para el grado de Maestria en Ciencias con
especialidad en Biologia Molecular en Ingenieria Geaética

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 de HGHr y de ésta fusionada a la proteina de unién a maltosa (HGH-
MBPr) en un sistema de expresién en E.coli con los pldsmidos pBHX y pMALchGH22K,
respectivamente. Se evalué la influencia de la concentracién de glucosa en el medio de
cultivo (% Gluc), la densidad 6ptica al inicio de la induccion (D.0.) y el tiempo de induccién
(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 el método de
Bradford y un analisis densitométrico de geles de poliacrilamida SDS-PAGE. Ademds, se llevé
a cabo un analisis estadistico de los resultados obtenidos. Por otro lado, se evalué una
estrategia de purificacion de HGHr a partir del sistema de expresion con el plaismido pBHX,
la cual involucrd un paso cromatografico de fase reversa, previa precipitacion con sulfato de
amonio. La evaluacion de esta estrategia se realiz6 empleando la determinacién de protefnas
totales, andlisis densitométrico de geles de SDS-PAGE y un ELISA contra HGH. Por (ltimo,
se llevé a cabo la estrategia de produccion de anticuerpos monoclonales contra HGHr,
empleando la tecnologia del hibridoma y una estrategia de inmunizacién con diferentes
antigenos.

Contribuciones y Conclusiones: Los resultados de la evaluacién de la biosintesis de
HGHr y HGH-MBPr indican una influencia decreciente de T.1., % Gluc y D.O. sobre los
niveles de producciéon de HGHr y HGH-MBPr. Sin embargo, se observé un efecto diferente
de dichas variables en los dos sistemas de expresion sobre los niveles de produccioén 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 mostrd 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 purificacién y ademés, la utilidad de
dicha técnica de separacion 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 produccion de anticuerpos en sueros de ratones inmunizados. Sin embargo,
no se obtuvieron los rendimientos esperados en la obtencién de hibridomas productores de
anticuerpos especificos contra HGHr. Lo anterior podria ser debido a la falta de control en
las condiciones de incubacién empleadas durante el proceso, lo cual provoca una baja
sobrevivencia de los hibridomas

FIRMA DEL ASESOR
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INTRODUCCION

1.1 Historia Breve de la Biotecnologia

Biotecnologia ¢s una de las palabras més usadas y abusadas de la biologia modemna,
con definiciones que se acomodan a una amplia variedad de aspectos. La definicion més
utilizada es la que se ocupa de los sistemas biolégicos (animales, microorganismos y
plantas) y sus aplicactones a la agricultura, industria, salud y medio ambiente. Muchas
aplicaciones no son nuevas y ejemplos de ellas son el ensilado, las industrias alimentarias
tradicionales y el tratamiento de aguas residuales, actividades que abarcan varios siglos.
El conocimiento actual del piblico surge, sin embargo, a partir de un cierto nimero de
descubrimientos relativamente rectentes, siendo los mas significativos el empleo de la
tecnologia del ADN recombinante para la clonacion de genes y su expresién en nuevos
ambientes celulares y la fusion de células de bazo y de mieloma para formar hibridomas
capaces de producir anticuerpos monoclonales.

Entre las biotecnologias tradicionales y las mas modernas innovaciones subyace
una historia de acontecimientos con un cierto nimero de hitos importantes en €l camino.
En cualquier analisis de estos acontecimientos queda claro que las necesidades
estratégicas y econdémicas, asi como la inventiva de los biélogos, quimicos e ingenieros

han producido los estimulos necesarios para el progreso de la Biotecnologia.
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Con anterioridad a 1800, la industria de la fermentacién tradicional era un arte y la
fabricacion de cerveza, pan, manufactura del queso, etc. dependian fundamentalmente de
la destreza local.

El siglo XIX conocié algunos progresos considerables con el trabajo de Pasteur
sobre las "enfermedades de la cerveza" y el reconocimiento de la participacién de las
levaduras en ésta, la mas fundamental de las fermentaciones. Ya en 1896, Hansen usaba
cultivos puros de levaduras en la fabrica de cerveza de Carlsberg en Copenhague. La
producci6n del vinagre era también practicada ampliamente, aunque sin un conocimiento
de las razones por las cuales las cubetas planas y los filtros eran tan convenientes para
este proceso. Los ultimos afos de ese siglo vieron también el uso del etanol de
fermentacién como combustible para motores y la lixiviacién microbiana de minerales de
cobre. Ademas, se produjeron avances en la microbiologia médica con los postulados de
Koch, el reconocimiento del papel de las bacterias en las enfermedades humanas y el
comienzo de la comprensién del sistema inmunoldgico y la aplicacién de vacunas
protectoras.

Entre los logros de los primeros afios del presente siglo se pueden incluir la primera
planta de digestion anaer6bica a gran escala para el tratamiento de aguas residuales,
predecesora de la modernas instalaciones de biogas, y €l método de cultivo de superficie
en Ja manufactura del acido citrico para la industria empleando Aspergillus niger. La
Guerra Mundial de 1914-1918, provocé demandas biotecnolégicas especiales como el
proceso Neuberg para la produccion de glicerol (para la manufactura de nitroglicerina)
mediante una fermentacion "dirigida" de Saccharomyces cerevisiae y el proceso
Weizmann, usando Clostridium spp. para la produccién de disolventes como la acetona
(para la fabricacion de cordita).

El siguiente estimulo llegé 20 afios més tarde con otra guerra mundial. La aplicacién
més sobresaliente que proviene de aquella época fue la produccidén comercial de la

penicilina, inicialmente en cultivo de superficie y mds tarde a partir de cultivos
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sumergidos de Penicillium. Posteriormente, la produccién de penicilina a gran escala
requirié el uso de sistemas de fermentacion asépticos mucho mayores a los empleados
anteriormente, con lo cual nace el desarrollo de la tecnologia moderna. Ademas, la
penicilina fue el primer antibiético utilizado en terapéutica y revelucioné el tratamiento
de las enfermedades infecciosas. Poco tiempo después, el trabajo pionero de Waksman
llevé a la produccién de la estreptomicina. Este trabajo fue de especial importancia, ya
que Waksman empez6 a seleccionar microorganismos aislados del suelo en funcién de sus
propiedades antimicrobianas. Esta acertada estrategia se sigue empleando desde entonces
por las compafiias farmacéuticas y ha conducido al aislamiento de miles de compuestos,
la mayor parte a partir de estreptomicetos del suelo. Desde los afios 40, se han
comercializado muchos productos de fermentacién, entre los que se incluyen las
cefalosporinas (antibi6ticos), un cierto nimero de amino4cidos (fundamentalmente como
resultado de la investigacién japonesa), nucledtidos, vitaminas, enzimas y las giberelinas.
Ademas, la transformacién microbiana de esteroides de plantas para obtener hormonas de
mamiferos ha producido beneficios médicos y sociales significatives. Estos avances sélo
fueron posibles gracias a un incremento en el grado de complejidad y sofisticacion en los
medios de fermentacién y extraccién, con el fin de producir esta gama de materiales de
forma eficaz y a un costo conveniente. Las fermentaciones por lotes y con alimentacion
automatica han sido los métodos de produccion elegidos en estas industrias.

En los afios 60, la preocupacién por la disponibilidad de proteinas de consumo
humano y del ganado coincidié con un suministro abundante y relativamente barato de
aceite y de productos relacionados. De esta forma se produjeron proteinas de organismos
unicelulares ("single cell protein”, SCP) a partir de hidrocarburos, metano y metanol,
popularizandose asi las fermentaciones continuas a gran escala.

Durante los dltimos 35 afios aparecieron muchas de las aplicaciones de la
"biotecnologia microbiana”, entre las que se encuentran la produccién de jarabes de aito

contenido de fructosa, polisaciridos como la goma de xantano e insecticidas bacterianos.



4

El uso de cultivo de células y tejidos de animales y plantas tiene una larga historia; por
ejemplo, el empleo de los primeros en la produccién de vacunas. Ademas, un gran
mimero de productos farmacéuticos, enzimas, aromatizantes y colorantes alimentarios se
extraen directamente de plantas cosechadas, o bien el uso de los animales de matadero
como fuente de productos farmacéuticos como la insulina. La sangre humana es la fuente
de un cierto nimero de productos entre los que se incluyen el factor de la coagulacién
VIII y la albimina sérica. La extraccién de la hormona del crecimiento a partir de las
glandulas pituitarias, y la enzima uroquinasa que elimina los coagulos sanguineos a partir
de la orina.

Para llevar esta breve historia hasta nuestros dias, los sistemas de restriccion y
modificacién en bacterias fueron descnitos a finales de los afios 60 y la aplicacion de las
endonucleasas de restriccion siguié pocos afios después, mientras que Milstein y Kohler
publicaron su ahora clésico articulo sobre la formacién de hibridomas en 1975. Ast, se
desarrollaron nuevas compaiiias para explotar estos descubrimientos, lo cual provocd que
estas modernas biotecnologias se encuentren répidamente protegidas por patentes. Por
gjemplo, muchas de las etapas bésicas en la clonacion de genes estan cubiertas por la
patente Cohen-Boyer de 1980 y la patente de 1981 concedida a Chakrabarty fue la
primera en proteger un microorganismo "“fabricado" por el hombre (incluso cuando en ese
caso no se utiliz la clonacion de genes). Finalmente, un hito que merece resaltarse
ocurrié en 1982 cuando la compaiiia Eli Lilly consiguié la aprobacion de la Food and
Drug Administration {(FDA) de los Estados Unidos para la produccién de la "insulina
humana" obtenida por clonacion molecular en Escherichia coli. Siguieron otros muchos
productos como los interferones, las hormonas del crecimiento humana y bovina, el
antigeno de superficie del virus de la hepatitis B y otros muchos mas.

Las industrias biotecnoldgicas dedicadas a los productos de fermentacién
tradicional, como las bebidas alcoholicas y el queso, son las mayores en términos de

volumen de ventas mundiales. Sin embargo, las ventas en biotecnologia son pequerias en
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comparacion con la industria quimica y la industria agricola. Los unicos productos que
compiten directamente con materiales comparables de las industrias petroquimicas y
agricolas son ¢l etanol de fermentacién, usado como combustible y como materia prima
quimica, y el jarabe de alto contenido de fructosa usado como alternativa al azicar
invertido refinado. El resto son metabolitos microbianos especializados o demasiado
complejos y/o costosos para ser preparados por sintesis quimica. En general, los
productos biotecnoldgicos de mayor éxito son alimentos o ingredientes de alimentos o
bien materiales de alto valor para uso en sanidad humana o animal, sobre los que existe
una gran demanda. Los nuevos productos obtenidos por clonacion molecular van a caer
probablemente en esta ultima categoria en un futuro previsible (1). Uno dé estos

productos podria ser la HGHr.

1.2 Hormona del Crecimiento Humana (HGH)

La HGH o somatotropina es sintetizada por las células somatotropicas de la
glandula pituitaria anterior. Es la més abundante en ésta y representa aproximadamente el
1-3 % (5-15 mg) del peso total de la gldndula (2). La HGH es una proteina globular con
un peso molecular de 22005 daltones (22 kDa) y un punto isoeléctrico de 5.1. Esta
consiste en una cadena polipeptidica con 191 amino4cidos (Anexo 1), tiene dos enlaces
disulfuro intracadena, no presenta residuos de carbohidratos y su estructura secundaria
es principalmente a-hélice (3, 4, 5). En base al modelo tridimensional de la hormona del
crecimiento porcina, se considera que la HGH estd constituida por 4 a-hélices
antiparalelas (Figura 1). La molécula presenta dos enlaces disulfuro que conectan la o-
hélice 4 con el extremo carboxilo terminal, y la a-hélice 1 con la o-hélice 4 (6).
Similarmente, las hormonas del crecimiento (GH) purificadas a partir de glandulas
pituitarias de cabras, cerdos y ovejas son también proteinas globulares simples (7).

Mientras que aproximadamente el 90 % de la HGH contenida en la gldndula pituitaria
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tiene un peso molecular de 22 kDa, otras variantes han sido identificadas. Estos péptidos
de GH variantes han sido aislados a partir de plasma, tejido pituitario y bibliotecas de
ADN complementario (ADNc) pituitario y difieren de la forma de 22 kDa en su peso

molecular, movilidad electroforética o su actividad biolégica (8).

Figura 1. Modelo Estructural de la HGH basado en el Modelo para la Cadena
Polipeptidica de la Hormona del Crecimiento Porcina. Los puntos al
inicio y al final de las a-hélice estin numerados de acuerdo a la secuencia de
HGH. N indica el extremo amino terminal y C el extremo carboxilo terminal.
Se indican también los dos enlaces disulfuro intracadena.

La HGH es liberada de manera intermitente a partir de las células somatotropicas
bajo el control directo de otras dos hormonas, la hormona liberadora de hormona de
crecimiento, que estimula su secrecion, y la somatostatina que inhibe su secrecion.
Ambas hormonas son secretadas y controladas dentro de la circulacién portal hipofiseal
por neuropéptidos de células del hipotalamo.

La HGH induce ¢l crecimiento de todos los tejidos del organismo capaces de crecer.
Aumenta el tamafio celular, estimula la mitosis favoreciendo la proliferacién e induce la
diferenciacion especifica de ciertos tipos celulares como las células del crecimiento dseo y
las células musculares. Ademads de su efecto especifico en el crecimiento, esta hormona
tiene muchos efectos metabdlicos generales que incluyen el aumento de la sintesis de

proteinas en todas las células del organismo, la liberacion de 4cidos grasos del tejido
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adiposo, el aumento del aprovechamiento de los mismos para producir energia y la
disminucién del indice de utilizacién de glucosa en todo €l organismo. En consecuencia, la
HGH aumenta las proteinas del organismo, favorece €l empleo de los depésitos de grasa
y conserva los carbohidratos. La HGH actia directamente sobre las células blanco o por
medio de intermediarios de tipo hormonal llamados somatomedinas, un grupo de
péptidos sintetizados por el higado y el cartilago (9).

La importancia de la HGH y su aplicacién préctica en el drea biofarmacéutica se
refleja en los usos que ha tenido en el tratamiento de obesos mediante la remocién de
acidos grasos, en el mejoramiento de la vascularizacién y la promocion de la ganancia de
masa muscular en los ancianos, en ¢l tratamiento de ulceras y fracturas oseas, en la
regeneracion de tejidos daiiados y en el tratamiento de dafio renal (10). Por otro lado, el
empleo de la HGH en pacientes con enanismo hipofisiario se ha popularizado
recientemente, gracias a la disponibilidad de la hormona recombinante (HGHr) producida
en microorganismos reprogramados por ingenieria genética. Esta ha sustituido el empleo
de la hormona recuperada a partir de cadaveres, la cual se venia utilizando hasta antes de
la implementacion de la produccion de la forma recombinante, y que incluso se ha
prohibido debido al fallecimiento de varios pacientes tratados a causa de contaminacién
con virus lentos que afectan el sistema nervioso central (11, 12). En 1985, la FDA de
EUA aprobé la salida al mercado de PROTROPIN, nombre que Genentech dio a su

HGHr producida por ingenieria genética.



1.3 Biosintesis de la Hormona del Crecimiento Humana Recombinante (HGHr)

1.3.1 Sistemas de Expresién en Escherichia coli

Existen numerosos productos génicos de interés bioldgico, los cuales no pueden ser
obtenidos a partir de su fuente natural en cantidades suficientes para su analisis fisico y
bioquimico detallado. Una solucién a este problema ha sido el desarrollo de sistemas de
expresion con plasmidos recombinantes disefiados para asegurar la transcripcion eficiente
de los genes insertados en ellos e introducidos en E. coli (13).

Los elementos que constituyen un plismido de expresién procaridtica y que son
necesarios para alcanzar un buen de nivel de sintesis de una proteina heteréloga son entre
otros: un origen de replicacion para asegurar la propagacion del plasmido, un marcador de
seleccion para su mantenimiento en la bacteria y regiones reguladoras de la expresion del
gen de interés como es el caso de un promotor de la transcripcion (como los promotores
Tac, Trc o pL) y un sitio de unién a ribosoma o regioén Shine-Dalgarno (complementaria a
la subunidad 16S del ARN ribosomal) (Figura 2). En ocasiones, algunos plasmidos
portan su propio codén de iniciacion para asegurar la traduccion, e incluso sitios inicos
de restriccidn que facilitan la insercién del ADNc en la fase de lectura apropiada. Otros
plasmidos llevan la informacién que codifica para el extremo amino o carboxilo de un
péptido, lo que produciria una proteina de fusion o hibrida, la cual debera ser modificada
para liberar la proteina de interés (14).

E. coli ha sido y continua siendo el "caballito de batalla” en el campo de la
expresion genética. Ningun otro sistema desarrollado ha permitido tanto la expresion de
un gran numero de productos génicos conocidos en niveles suficientes para su andlisis
bioquimico, asi como la expresion de secuencias codificantes indefinidas (marcos de
lectura abierta) en cantidades suficientes para determinar la identidad del producto génico

y caracterizar su funcién (13).
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Figura 2. Plismido Tipico de Expresion Procaridtica. Estos plasmidos portan
algunos elementos necesarios para su replicacién (ori), genes de resistencia ¢
seleccion, un promotor de la transcripcidén (Tac, Trc), terminador de la
transcripcion y el gen que se desea expresar.

En los tltimos afios ha sido acumulada considerable experiencia sobre los sistemas
de expresion en E. coli. Frecuentemente se asume que cualquier proteina de tamaifio
intermedio, no muy hidrof6bica y que no contenga muchos residuos de cisteinas puede
ser producida en E. coli. Por otro lado, E. coli es un hospedero adecuado para un gran
numero de otras necesidades de expresion. Han sido desarrollados en E. coli sistemas de
expresion directa, de expresion de proteinas de fusién y de secrecion, cada uno de los
cuales tiene sus ventajas y desventajas particulares.

Las estrategias de expresion de proteinas de fusién aseguran el inicio de la
traduccion y frecuentemente permiten evitar los problemas de inestabilidad que pueden
ser encontrados con los péptidos pequefios. Ademas, el alto grado de efectividad de la
expresion mediante este sistema, lo hace un método preferido para la generacién de
inmunégenos. El uso de estos sistemas presenta algunas ventajas en los procesos de
purificacién, aprovechando la insolubilidad de la proteina de fusién y el patrén de fusion.

El sistema de expresion directa es usualmente el método ideal para la produccion de

una proteina heteréloga de 100-300 aminoacidos en E. coli, con la condicién de que dicha
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proteina no presente un alto contenido de cisteinas, ya que el ambiente reductor en el
citosol de E. coli no permite la formacién de enlaces disulfuro en este tipo de proteinas,
requerida para la obtencién de la conformaci6n apropiada de la misma. Sin embargo, este
problema puede ser evitado mediante la secrecién de la proteina hacia un ambiente
oxidante. Algunas ventajas de la secrecién son entre otras, la eliminacion de residuos de
metionina no deseados en el extremo amino terminal, el correcto plegamiento de la

proteina secretada y la simplificacién de los procesos de purificacion (15).

1.3.2 Biosintesis de la HGHr en Escherichia coli

El gen de hGH (16) ha sido clonado y su secuencia nucleotidica ha sido
determinada. Este esta constituido por cinco exones y cuatro intrones, al igual que otros
miembros de la familia génica como el lactégeno placentario (16) y la prolactina (17).

El ADNc se clond y se utilizé para expresarlo en E. coli como proteina de fusion
con el producto del gen trpD, del operon del triptofano de E. coli, lo que resulté en un 3
% de produccién de proteina de fusion en relacion a la proteina total (18). A la vez se
reportd la modificacién del extremo 5' del ADNc de hGH mediante el uso de ADN
sintético, de tal manera que codificaba inicamente para la proteina madura bajo el control
del promotor Lac, con lo que se produjo por vez primera en E. coli un polipéptido
humano en su forma madura (19).

Para obtener una proteina recombinante correctamente plegada y funcional, se ha
recurrido a su produccion de tal manera que la proteina madura sea secretada hacia el
espacio periplasmico de la bacteria, en donde el ambiente oxidante de este compartimento
celular permite la conformacion precisa de la proteina. La secrecién de HGHr al
periplasma se ha logrado siguiendo varias estrategias. Una de ellas consistio en utilizar el
ADNc de hGH en fusion con la region que codifica para el péptido sefial del gen de la

fosfatasa alcalina de E. coli , con lo cual se logré la secrecion de la proteina madura (20) y
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la produccién se increment6 cuando se alteraron los codones que codifican para el
péptido sefial (21). También se ha usado el péptido sefial de la proteina de membrana
externa (OMP) de E. coli para lograr producir una forma madura en periplasma, la cual
fue correctamente procesada en el espacio periplasmico produciendo hasta 15 mg de
HGHr por L de medio de cultivo (22).

En otra estrategia, el ADNc de hGH fue fusionado a la regién codificante para el
péptido sefial de la enterotoxina Il termoestable de E. coli, utilizando la induccién del
promotor del gen de la fosfatasa alcalina de esta misma bacteria, el cual se encontraba
regulando a la proteina de fusién enterotoxina-HGHr. En este sistema las células
sintetizaron de 15 a 25 mg de HGH por L de medio de cultivo, lo que representaba de un
6 a un 10 % de la proteina total, de ésta el 90 % era procesada y secretada al espacio
periplasmico (23).

Una alternativa potencial para la produccién de proteinas recombinantes es la
excrecion hacia el medio de cultivo durante la fermentacion, ya que esto permite que los
procesos de purificacion sean mas rdpidos y eficientes. El uso de la proteina liberadora
de la bactericina permitié que la HGHr, la cual habia sido secretada al periplasma gracias
a la presencia del péptido sefial de OMP y bajo el control transcripcional del promotor
Tac, fuera excretada hacia el medio de cultivo, con un rendimiento de hasta 70 mg de
HGHr por L de medio de cultivo (24).

Las proteinas de fusion fueron los primeros recursos empleados para producir
proteinas de mamiferos en E. coli. Las razones para emplear proteinas de fusién van
desde el evitar la degradacion proteolitica por la bacteria hasta facilitar estrategias de
purificacién sencillas, e incluso dirigir la proteina a diversos compartimentos celulares
(25). Algunos de los sistemas de fusion génica permiten diferentes ventajas. Entre éstos
tenemos a la proteina de unidn a fosfato (PhoS) (26) y la glutatién S transferasa (27, 28).
A éstas se le afiade la proteina de unién a maltosa (MBP), la cual fue utilizada en este

trabajo.
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La MBP de E. coli es una proteina periplasmica que facilita la difusi6n de la
maltosa y maltodextrinas a través de la membrana externa, induce la respuesta
quimiotéictica y permite la translocacién del sustrato a través de la membrana
citopldsmica. Tiene un péptido sefial que permite la secrecién de la proteina madura, y
que es removido en dicho preceso (29). Se ha aprovechado al gen de 1a MBP (gen malE)
para construir vectores de expresion que poseen algunas ventajas para la
sobreproduccién de proteinas dificiles de expresar en E. coli, tales como el uso de las
regiones reguladoras de la expresion bastante potentes y propias del vector, sefiales para
el corte proteolitico y subsecuente liberacion de la proteina expresada en fusién (30, 31,
32). La serie de plasmidos pMAL portan elementos que permiten la expresion de genes
en fusién con MBP. Tienen un fuerte promotor de la transcripcion: Tac (33), y las
sefiales del inicio de la traduccién del gen malE, las cuales permiten la expresion del gen
clonado. El gen clonado es integrado hacia el extremo 3' del gen malE, gracias a la
presencia de un sitio de clonaciéon miultiple. Estos plasmidos expresan una proteina de
fusion entre MBP y LacZ. Existe también la opcién de un plasmido que ademas del gen
malE incluye su péptido sefial (P)MALDp), lo cual permite la secrecion de la proteina al
periplasma o uno carente de dicho péptido (pMALc) cuya expresion es citoplasmica.
Los vectores portan el gen lacl que codifica para el represor Lac, el cual mantiene
apagada la expresion del promotor Tac, debiéndose utilizar isopropil-p-
tiogalactopiranésido (IPTG), un analogo de la galactosa, para desreprimir el promotor e
iniciar la transcripci6n. Estos vectores llevan la sefial de reconocimiento para la proteasa
factor Xa (fXa), localizada en la region 5' del sitio de clonacion miiltiple, lo que permite
que la MBP sea separada de la proteina de interés (Figura 3). El rendimiento de la
expresidn observado en estos sistemas es bastante alto y los altos niveles de produccion
facilitan la purificacién de la proteina por métodos convencionales, como la purificacion

de cuerpos de inclusion en el caso de la acumulacion citoplasmica.
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Sitio Miiltiple de Clonacién

Sacl Kpal  Eagl BamHI Swut
mal E.... TCG AGC TCG GTA CCC GGC CGG GGA TCC ATC GAG GGT AGG CCT
LE GLU GLY ARG

EcoRi BamHI Xbal Sali Pstl

GAA TTC AGT AAA ACC CTC GAT GGA TCC TCT AGA GTC GAC CTG CAG GCA
HindIlt

AGCTTG..... LacZ

Figura 3. Mapa de Restriccion de los Pliasmidos pMAL. Esta serie de plasmidos
permite la sobreexpresion de proteinas en fusién con la proteina de unién a
maltosa. El sitio multiple de clonacion facilita la insercién del gen de interés

en la region donde se fusionan los genes malE y lacZ.

1.3.3 Biosintesis de HGHr en Otros Hospederos

La HGHr ha sido también producida en otros hospederos de tipo bacteriano, asi
como en levaduras, hongos y células de mamifero. Los rendimientos obtenidos y los
niveles de expresion encontrados han sido muy variables. La HGHr ha sido producida en
S. cerevisiae en donde Tokunaga reporté en 1985 de 1.4 a 4.7 moléculas por célula (2.5 a
8.5 mg/L) (34) y en Pichia pastoris se obtuvo la HGHr secretada al medio de cultivo con
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niveles de produccién de 12.3 mg/L (35). En 1991, Franchi y col. reporté una produccion
de HGHr hacia el medio de cultivo en Bacillus subtilis de 35 mg/L (36).

Por otro lado, varios investigadores han reportado la biosintesis de HGHr en
células de mamifero, sin embargo los rendimientos obtenidos han sido muy bajos,

encontrandose por ¢l orden de pg/L (37, 38).

1.4 Purificacion de Hormonas del Crecimiento (GHs)

1.4.1 Purificacion de GH a partir de su fuente natural

Veinte afios atras, solo se podia obtener una proteina para su posterior estudio
fisico y/o bioquimico mediante su aislamiento a partir de su fuente natural. Las proteinas
cuya estructura era conocida se encontraban en forma abundante en algin tejido
facilmente obtenible. En el 4mbito de las hormonas del crecimiento se han reportado
diversas metodologias de aislamiento y purificacion a partir de tejido hipofisiario.
Inicialmente se emplearon técnicas cromatograficas en columna abierta con una estrategia
que usaba varios modos cromatogréficos en forma secuencial. Chapman y col. (39)
purificaron HGH de 20 kDa a partir de cadiveres humanos combinando la cromatografia
de exclusiéon molecular en Sephadex G-100 y la cromatografia de intercambio anidnico en
DEAE-celulosa. Obtuvieron también un dimero de la HGH de 20 kDa. Wood y col. (40)
purificaron BGH de hipéfisis empleando inicialmente una extraccién y posteriormente
cromatografia de intercambio aniénico en DEAE-celulosa; las fracciones obtenidas se
controlaron por CLAR en fase reversa y SDS-PAGE. Rand-Weaver y col. (41)
describieron un método rapido y sencillo de aislamiento de GH de hipéfisis de rata, el
cual se basa en una extraccion alcalina y una combinacién de una cromatografia de

exclusion en Sephadex G-75 y cromatografia de fase reversa. En general, estos métodos
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son largos y dificiles de implementar, sin embargo, los recientes avances en CLAR hacen
a esta técnica, la opcién mds adecuada para analizar y/o purificar cualquier compuesto
organico. Giard-Pasquier y col. (42) emplearon un equipo automatizado diseilado
especificamente para aislar proteinas, el cual es una modificacion de la CLAR
denominada cromatografia de liquidos de proteinas rdpida (FPLC). Este equipo se utilizé
para purificar prolactina y hormona de crecimiento canina haciendo uso de una
combinacién de una cromatografia de intercambio anidnico y una de filtracién en gel. Pan
y col. (43) describieron una metodologia en un solo paso que emplea CLAR en una
columna de fase reversa para purificar hormonas del crecimiento a partir de hipoéfisis.
Para ello, hicieron uso de una nueva metodologia patentada por la compaiiia Waters de

columnas de compresién radial que aumenta la eficacia de la columna cromatogréfica.

1.4.2 Purificacién de GHs recombinantes (GHr)

Actualmente es posible aislar un gen, ponerlo bajo la regulacién de un promotor e
introducirlo y expresarlo en un microorganismo, de tal forma que muchas proteinas
pueden ser producidas en varios érdenes de magnitud superiores a los niveles en que se
encuentran en su tejido especifico. A la proteina asi producida se le da el calificativo de
recombinante.

Un fen6meno frecuente en la produccion de proteinas recombinantes es su acimulo
en el citoplasma bacteriano en forma de agregados de monémeros desnaturalizados. A
dichos agregados proteicos se les llama cuerpos de inclusién, que se identifican
morfolégicamente por microscopia electrénica de transmision (44, 45) y aparecen en el
citoplasma de la célula como agregados proteicos amorfos no rodeados por una
membrana. Asi, se identificaron por primera vez en pacientes con hemoglobina anormal
(46, 47). Los cuerpos de inclusion, ademas de la proteina producida, contienen las cuatro

subunidades de la ARN polimerasa, algunas de las proteinas de la membrana externa
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(OmpC, OmpF, OmpA), ARN ribosomal 16S y 23S, ADN plasmidico circular y
fragmentos del mismo (48). Actualmente se desconoce con certeza como un estado
desnaturalizado se genera en las condiciones nativas del interior celular, Mitraki y King
(49) proponen que la formacion de cuerpos de inclusién proviene de intermediarios en las
rutas de plegamiento de la proteina intracelular y no de la proteina nativa o totalmente
desplegada. En proteinas que contienen puentes disulfuro, los errores para alcanzar la
conformacion correcta se han asociado con la formacién incorrecta de puentes disulfuro
(50), sin embargo el entorno citoplasmatico de E. coli es reductor (51), por lo que
probablemente la formacion incorrecta de puentes disulfuro ocurre al contacto con ¢l aire
después de la lisis celular en ¢l proceso de purificacién. Cuando las células se rompen, los
cuerpos de inclusién permanecen como particulas densas que sedimentan a baja velocidad
(52). Como resultado de la sedimentacién rapida y estabilidad de los cuerpos de
inclusién, se ha empleado la purificacién preparativa de los mismos y posterior
naturalizacion in vitro. En estos casos se vuelve critico la eficiencia de este paso. La
formacién de cuerpos de inclusién puede ser estimulada o inhibida segin se desee
variando la temperatura de crecimiento bacteriano. Asi, se ha descrito que si se emplean
temperaturas de fermentacién mayores de 30°C esta favorecida la formacion de cuerpos
de inclusion, mientras que a temperaturas inferiores se inhibe dicha formacion (53, 54).
Otros autores también muestran resultados analogos (55, 56, 57, 58).

Langley y col. (59) aprovecharon la formaci6n de cuerpos de inclusion para aislar
BGHr expresada en E. coli, ya que la encontraron mayoritariamente en la fraccién
insoluble obtenida después de la lisis celular. Analogamente, Binder y col. (60) aislaron
una quimera de BGHr y posteriormente la purificaron por métodos cromatograficos con
Sefarosa 6B, DEAE-celulosa y CLAR en fase reversa. Sugimoto y col. (61) aislaron y
caracterizaron la hormona del crecimiento de anguila (¢eGH) recombinante y algunas
variantes de la misma a partir de cuerpos de inclusion, realizando una naturalizacién y

cromatografia de intercambio idnico. Estos autores obtuvieron un 95 % de pureza,
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analizada por CLAR de filtracién en gel y SDS-PAGE. Las variantes se detectaron por
CLAR en fase reversa. Se identificaron 5 variantes con ayuda de digestion proteolitica y
espectroscopia de masas, las cuales se agruparon en tres tipos: forma desaminada Asp-
147, forma sulféxido de metionina y forma formilada de la metionina N-terminal. Lopatin
y col. (62) purificaron HGHr y mutantes de la misma expresadas en E. coli.; a partir de
cuerpos de inclusion y posterior naturalizacién, cromatografia de intercambio anidnico y
cromatografia de quelante metalico. Los autores indican que esta metodologia es 1til para
todas las mutantes de HGHr, ya que es practicamente independiente de la estructura
primaria.

Los cuerpos de inclusién no se forman cuando la proteina expresada se secreta al
espacio peripldsmico. Dicha secrecion no sélo reduce la formacién de cuerpos de
inclusidn sino que facilita el proceso de purificacién de la misma. Con esta idea, Klein y
colaboradores (63) produjeron BGHr en el espacio periplasmico de E. coli hacia en un
nivel de 1 a 2 mg/l/D0ssp. La purificacién la llevaron a cabo mediante un paso simple y
efectivo de choque osmético y posterior didlisis, cromatografia en DE-52 y CLAR de

fase reversa en columna Cg.

1.4.2.1 Purificacion HGHr

Olson y col. (64) produjeron HGHr empleando E. coli como hospedero y la
purificaron a homogeneidad controlada por SDS-PAGE. La Met-HGHr se aislé mediante
una lisis celular, eliminacién de 4cidos nucleicos y componentes de membrana mediante
precipitacién con polietilenamina, precipitacién con sulfato de amonio y una
combinacién de cromatografia de intercambio aniénico (DEAE-celulosa), intercambio
catidnico (CM-celulosa) y de exclusién (Sephacryl S-200). Ademads, muestran que la
Met-HGHr es biologicamente activa. Flodh (65) produjo HGHr en E. coli y la purificé

del lisado celular mediante tres columnas de intercambio iénico y una de filtracién en gel.
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Los avances recientes en CLAR han hecho posible separar protefnas con pequefias
diferencias estructurales. Gellefors y col. (66) emplearon cromatografia de interacciones
hidrofébicas (CIH), cromatografia de fase reversa (CFR), cromatografia de intercambio
aniénico (CIA) y cromatografia de filtracién en gel (CFG), para separar ¢ identificar
variantes de HGH. Analizaron éstas en tres grupos: el primer grupo lo constituyeron
agregados de formas recombinantes como dimeros y polimeros, y una forma mutante que
carece de los aminodcidos 65 y 66. El segundo grupo comprendié hormonas
recombinantes con rupturas proteoliticas en el extremo N-terminal o en la secuencia,
como entre la Thr-142 y Tir-143. El tercer grupo fueron formas oxidadas y desaminadas
que generan pequeiios cambios estructurales. La separacion de dimeros o polimeros se
realizé por cromatografia de permeacion en gel. La HGH y la mutante se separaron por
CIH. De forma analoga se analizaron las formas des-Phe, HGH, Met-HGH que tienen
190, 191 y 192 residuos aminoacidicos respectivamente. Segiin sus tiempos de retencion
estas variantes son de hidrofobicidad creciente. La CIH también pudo separar la HGH,
de 1a forma "Clip" (ruptura proteolitica Thr-142 y Tir-143, donde se mantienen unidos
los dos fragmentos por puentes disulfuro). Los productos de oxidacion de las Met-14 y
Met-125 por el oxigeno para formar los derivados sulféxidos de estos aminoacidos
(incremento del peso molecular menor del 0.2 %), se pudieron determinar por CFR. La
importancia de determinar estos productos es con el fin de llevar un control de calidad
exhaustivo de la HGHr utilizada con fines terapéuticos. Las formas desaminadas se

analizaron por CIA.
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1.5 Produccién de Anticuerpos Monoclonales

1.5.1 La Tecnolegia del Hibridoma y la Produccién de Anticuerpos
Monoclonales

Kéhler y Milstein (1975) iniciaron una nueva era en la investigacién inmunolégica
mostrando que la hibridacion de células somaticas puede ser utilizada para generar una
linea continua celular (hibridoma) productora de un solo tipo de anticuerpo (monoclonal).
Asi, la tecnologia del hibridoma ha permitido resolver uno de los mas grandes problemas
que tenian los inmundlogos: la produccién rutinaria y masiva de anticuerpos
homogéneos.

El desarrollo de la tecnologia para la produccion de anticuerpos monoclonales por
Kéhler y Milstein (67) proporciond una enorme oportunidad de examinar diferentes
campos de investigacion. Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales han sido usados en
radioinmunoensayos, ensayos inmunoadsorbentes unidos a enzima (ELISA),
inmunocitopatologia, citometria de flujo para diagndstico in vifro y en inmunoterapia y
diagnéstico de enfermedades humanas in vive. Sin embargo, en el campo de la
inmunoterapia, el uso de los anticuerpos monoclonales se encuentra en su fase inicial y
promete llegar a ser de gran utilidad, debido a la alta especificidad de reconocimiente y
union selectiva de éstos a antigenos celulares.

Los biotecnélogos han explotado la selectividad y especificidad de los anticuerpos
para detectar y purificar varios ligandos, para diagn6stico, tratamiento y desarrollo de
vacunas contra un amplio rango de enfermedades, para ensayos de union a receptores y
para reacciones cataliticas.

El uso diagndstico de los anticuerpos data desde hace cuatro décadas con la
introduccién de los métodos basados en precipitina. La introduccién del

radioinmunoensayo (RIA) por Yalow y Berson revelé la extrema sensibilidad alcanzable
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con anticuerpos de alta afinidad. Desde entonces, los inmunoensayos rapidos y sensibles
han sido aplicados a una amplia variedad de moléculas. Los anticuerpos menoclonales
han sido utilizados ampliamente en el diagndstico. Por otro lado, su uso monoclonales
contra epitopes microbianos tinicos ha hecho posible la discriminacion entre organismos
estrechamente relacionados y ain mds, contra subtipos de una misma especie. Estos
pueden distinguir entre moléculas estrechamente relacionadas: entre morfina y heroina;
entre testosterona y esteroides relacionados; y aln entre enantiémeros de una misma
molécula. Por otro lado, los estudios farmacocinéticos pueden utilizar anticuerpos
monoclonales para monitorear niveles de drogas y sus metabolitos o estudiar la
diferencias espaciales entre dos enantidmeros.

Los anticuerpos o antigenos inmovilizados han sido ampliamente utilizados como
reactivos de afinidad. Este método presenta baja capacidad de unién y limitada
especificidad debido a la calidad de los anticuerpos. Frecuentemente se requieren de
eluciones agresivas que causan cambios irreversibles al antigeno o al anticuerpo. Sin
embargo, con la introduccién de los anticuerpos monoclonales se han podido disefiar
columnas con alta capacidad de unién y especificidad, requiriéndose de condiciones de
elucion moderadas. Hoy en dia, las columnas de afinidad estan siendo utilizadas en la
purificacién de compuestos biolégicos aislados de cultivo de células recombinantes o de
tejidos. Como regla general se necesitan de 50 a 100 g de anticuerpo monoclonal para
purificar 1 g de un péptido de bajo peso molecular 0 2 a 5 g de proteina.

Los grupos de investigacién de Nisonoff y Roitt en 1981 fueron los primeros en
proponer el uso de los anticuerpos como vacunas. Los anticuerpos obviamente se unen a
los epitopes de los antigenos. Por otro lado, también pueden servir como antigenos por si
Tmismos, es decir, ser reconocidos por otros anticuerpos, los cuales se unen a sus regiones
variables (idiotipos). Estos anticuerpos anti-idiotipos acarrean una imagen interna del
antigeno original y por lo tanto pueden elicitar una respuesta de anticuerpos. Algunos de

estos anticuerpos anti-idiotipos pueden servir como vacunas provocando una inmunidad
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protectora. Las vacunas anti-idiotipo podrian reemplazar a los microbios o toxinas
microbianas, las cuales son mas peligrosas para los pacientes. Actualmente se ha
reportado el uso de los anticuerpos anti-idiotipo como vacunas contra varios antigenos
microbianos como pardsitos, bacterias y virus.

Recientemente se han examinado nuevas posibilidades de usos de los anticuerpos,
como por ejemplo, la capacidad de unién de éstos a compuestos que representan
sustratos enzimaticos. Las interacciones antigeno-anticuerpo obviamente semejan a las
interacciones enzima-sustrato en su capacidad y especificidad de unién. Sin embargo,
existen diferencias entre estos dos grupos de moléculas. Los anticuerpos interactiian con
sus ligandos en configuraciones estables de baja energia, a diferencia de las enzimas que se
unen en estados inestables de alta energia. Hoy en dia se ha logrado obtener anticuerpos
con actividad catalitica sobre algunos compuestos complejos como proteinas y acidos
nucleicos, mediante la obtencién de estados de transicién adecuados para la actividad

catalitica (68).

1.5.2 Produccion de Anticuerpos Monoclonales anti-HGH

La tecnologia del hibridoma hizo posible la produccién de anticuerpos
monoclonales contra HGH por primera vez en 1975 por Ivanyi y colaboradores,
produciendo lineas celulares de hibridoma secretoras de anticuerpos IgGj, los cuales
presentaron distintas especificidades de union a la molécula; tal y como se esperaba,
algunos de estos presentaban reactividad cruzada contra HPL (69). La obtencién de
anticuerpos monoclonales anti-HGH ha permitido su utilizacién en multiples campos de
investigacion. Su utilidad como reactivos en inmunoensayos para el analisis de HGH, ha
permitido conseguir una mayor especificidad y sensibilidad. Algunos estudios se han
enfocado a la bisqueda de anticuerpos monoclonales anti-HGH capaces de distinguir

entre la HGH natural y la recombinante. Inicialmente se encontrd que las lineas celulares
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de hibridomas productoras de anti-HGH obtenidas en el trabajo de Jonsdottir en 1983 no
podian distinguir entre la HGH pituitaria y la metionil-HGH obtenida en bacterias (70).
Sin embargo, en el trabajo de Aston y colaboradores en 1985, lograron obtener
anticuerpos monoclonales anti-HGH que podian distinguir entre estas dos tipos de
hormonas, concluyendo que la metionina del extremo amino terminal de la HGH derivada
de bacterias provoca una alteracion de la antigenicidad de la hormona sin ningtn efecto
medible en su bioactividad (71). Los anticuerpos monoclonales han sido usados como
herramientas para determinar la topografia antigénica de HGH. En 1989, Mazza y
colaboradores encontraron distribuidos en toda la superficie de la molécula diferentes
epitopes, los cuales mostraron un dominio vnico de especificidad a HGH que constituyd
un 20 % de la superficie total. Por otro lado, se encontré con una zona de identidad
inmunologica entre HGH y HPL, la cual ocupaba el 30 % de la superficie molecular, El
resto de la superficie presento sélo reactividad cruzada parcial con HPL (72). Por otro
lado, a partir de datos sobre los diferentes epitopes sobre la HGH y el uso de algoritmos
computacionales se han generado modelos estructurales tridimensionales de HGH. Estos
estudios sugieren que los datos del mapeo de epitopes puede efectivamente proyectar
modelos estructurales y cuando son usados algoritmos predictivos pueden ayudar a
generar modelos a baja resolucion de una proteina (73). Se han realizado estudios de
unién a receptores con ayuda de anticuerpos monoclonales anti-HGH, para elucidar los
sitios especificos relacionados en la unién de HGH a su receptor de membrana. Por otro
lado, la uni6n de éstos a regiones especificas de unién a HGH y HPL, después de unirse
a sus receptores especificos, producen alteraciones alostéricas en las propiedades de
uniéon de estas hormonas, provocando tanto aumento como decremento de sus
actividades bioldgicas (74). Otra de las aplicaciones de los anticuerpos monoclonales ha
sido su uso en los procesos de purificacion. Asi, ya ha sido descrita la purificacion de
HGH a partir de tanto extractos pituitarios como extractos de bacterias recombinantes

mediante el uso de la cromatografia inmunoadsorbente que emplea anticuerpos
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monoclonales adsorbidos en una fase sélida. Con esta técnica se ha logrado la purificacién
en un sdlo paso y con buenos rendimientos (75).

Muchos han sido los campos de empleo de los anticuerpos monoclonales anti-
HGH, siendo los més importantes aquellos enfocados a la estructura y actividad
biolégica de HGH. Por tal motivo, es de gran importancia la implementacién de la

produccién de los mismos con el objetivo apoyar estos estudios.

1.6 Objetivos

El presente trabajo de tesis se ocupd de la estandarizacién de un conjunto de
técnicas en apoyo a los estudios que sobre la HGHr se realizan en la Unidad de
Laboratorios de Ingenieria y Expresion Genéticas (ULIEG) en el Depto. de Bioquimica

de la Facultad de Medicina de laU.AN.L..

1.6.1 Objetivos Generales

»  Producir la hormona del crecimiento humana recombinante madura (HGHr) y
fusionada a la proteina de unién a maltosa (HGH-MBPr) en Escherichia coli.
*  Aislar ]a HGH-MBPr y aislar y purificar la HGHr.

*  Producir anticuerpos monoclonales contra la HGHr.

1.6.2 Objetivos Especificos

*  Obtenery caracterizar la clona recombinante de Escherichia coli TB1 poseedora de

pBHX y productora de HGHr, asi como la clona recombinante de Escherichia coli
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TBI1 portadora de pMALchGH22K y productora de la proteina de fusién HGH-
MBPr.
Fermentar y analizar ambos sistemas de expresion.
Evaluar la influencia de variables que pueden afectar el proceso de fermentacién de
ambos sistemas de expresion.
Aislar la HGH-MBPr a partir del sistema de expresion de Escherichia coli TB1
con pMALchGH22K,
Aislar la HGHr a partir del sistema de expresion de Escherichia coli TB1 con
pBHX.
Purificar la HGHr a partir de un extracto enriquecido, mediante cromatografia de
liquidos de alta resolucion en su modalidad de fase reversa (CLAR-FR).
Evaluar del proceso de purificacion mediante la determinacién de la pureza de
HGHr y el porcentaje de recuperacion.
Inmunizar ratones BALB/c con extractos proteicos de HGHr y HGH-MBPr y
evaluar la respuesta de anticuerpos en los sueros de los mismos.
Producir y seleccionar hibridomas productores de anti-HGHr mediante
inmunoensayos.

Clonar los hibridomas productores de HGHr mediante la técnica de dilucion

limitante.
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MATERIAL Y METODOS

2.1 Area de Trabajo y Equipo

El trabajo experimental se desarroll6 en los laboratorios de Quimica Biomolecular y
Biotecnologia de 1a Unidad de Laboratorios de Ingenieria y Expresién 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 Leé6n.

Se utiliz6 un horno de microondas MA-857M (GoldStar), microcentrifugas
modelos 5402 y 5415 (Eppendorf), una fuente de poder 200/2.0 (Biorad), un agitador de
tubos Maxi Mix (Barntead/Termolyne), una placa agitadora con control de temperatura
marca PC320 (Corning), un ultracongelador So-Low (Enviromental Equipment) y una
campana de flujo laminar (Labconco Corporation), una balanza digital 1206MP
(Sartorios), un evaporador y concentrador 78100-00 (Labconco Corporation) .

El procesamiento de datos fue realizado en una computadora modelo Power
Macintosh 6100/66 (Apple Computer, Inc.). Se utiliz6 como procesador de textos
Microsoft Word versién 5.1a (© 1987-1992 Microsoft Corporation), procesadores de
graficos Microsoft Power Point Version 3.0 (© 1987-1992 Microsoft Corporation),
Adobe Photoshop Limited Edition 2.5.1 (© 1989-1993 Adobe Systems Incorporated) y
UMAX Scan (© 1990-1991 UMAX Scanner Driver, Impact Research inc.).
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Los programas computacionales de Biologia Molecular utilizados fueron DNA
Strider™ 1.1 (© Ch. Marck and C.E.A 1989 Service de Biochimie-Départemet de
Biologie-Institut de Recherche Fondamentale-CEA-FRANCE) y MacPlasmap version
1.82 (© 1988-1990 Jingdong Liu, Biology Department, University of Utah, Salt Lake
City, UT 84112. EUA).

2.2 Métodos

2.2.1 Estrategia General

Para conseguir los objetivos planteados en este proyecto se propuso la estrategia

general experimental que se muestra en la figura 4.

Produccion de
anticuerpos monoclonales

Figura 4. Estrategia General. Se muestran las partes que constituyen el proyecto
experimental: biosintesis, purificacion y produccién de anticuerpos
monoclonales y sus relaciones entre cada una de ellas.
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Los sistemas de expresion de E. coli pBHX (productor de HGHr) y E. coli
pMALchGH22K (productor d¢ HGH-MBPr) obtenidos se utilizaron para llevar a cabo
los ensayos de fermentacién para la biosintesis de las proteinas recombinantes. Estos
ensayos se analizaron mediante técnicas de analisis de proteinas y se evalu6 en ellos, la
influencia de variables en los procesos de fermentacién. De ambos sistemas de expresion
se prepararon homogenados celulares, a partir de los cuales se llevé a cabo un proceso de
aislamiento de las proteinas recombinantes para la obtencion de extractos enriquecidos.
El extracto enriquecido en HGHr obtenido se utilizo para la purificacion de la misma
mediante cromatografia de liquidos de alta resolucién (CLAR) en su modalidad de fase
reversa y se realizo ademas, una evaluacién de todo el proceso de purificacién. En la
produccién de anticuerpos anti-HGHr se empled el extracto enriquecido de HGH-MBPr
y otros extractos proteicos con HGHr como antigenos durante el esquema de
inmunizacién de los ratones, y los ensayos de fusion celular se realizaron mediante la

tecnologia del hibridoma.

2.2.2 Biosintesis de HGHr y HGH-MBPr en E. coli

El estudio de la biosintesis d¢ HGHr y HGH-MBPr en sus respectivos sistemas de
expresion en E. coli, se llevo a cabo en varias etapas las cuales se muestran en la figura 5.

La estrategia general para la biosintesis d¢ HGHr y HGH-MBPr se inicié con la
etapa de obtencién de los sistemas de expresidn recombinantes, la cual incluyé los
ensayos de transformacién y caracterizacién de ambos sistemas. La siguiente etapa
consistié en la realizacién de los ensayos de fermentacion a nivel de matraz para la
produccién de las proteinas recombinantes y en el anélisis cualitativo y cuantitativo de
las mismas mediante técnicas de andlisis de proteinas. Por Gltimo, se llev6 a cabo una
evaluacion estadistica de la influencia de ciertas variables involucradas en los procesos de

fermentacién para ambos sistemas.
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| Obtencion de los Sistemas de Expresion Bacterianosl

E. coli TB1 pBHX l E. coli TB1 pMALchGHZZKI

Fermentacion y Analisis de los Sistemas
de Expresion Bacterianos

Evaluacion de la Influencia de Variables
que pueden Afectar el Proceso de
Fermentacion

i

Figura S. Estrategia para la Biosintesis. La figura muestra las etapas para el estudio
de la biosintesis de HGHr y HGH-MBPr. Estas etapas son la obtencion,
fermentacion y analisis de los sistemas de expresion y la evaluacion de la
influencia de variables en los procesos de fermentacién.

2.2.2.1 Ensayos de Transformacién y Caracterizacién de E, coli TB1 con
pBHXy E. coli TB1 con pMALchGH22K

Los ensayos de transformacion y caracterizacion de ambos sistemas de expresion
se realizaron siguiendo la estrategia experimental que se muestra en la figura 6.

Los pladsmidos de expresion previamente caracterizados con enzimas de restriccién
se utilizaron para la transformacion de bacterias calcio-competentes E. coli cepa TB1
mediante una técnica que se describe posteriormente. Las clonas recombinantes obtenidas
se propagaron y clonaron para posterior caracterizaciéon mediante la extraccion de! ADN
plasmidico y posterior digestion de éste con enzimas de restriccion. Los fragmentos de
restriccién correspondientes se analizaron por electroforesis en gel de agarosa y mediante

la comparacion de los patrones de restriccién se determiné la identidad de plasmido
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recombinante. Las clonas recombinantes caracterizadas se utilizaron posteriormente para

llevar a cabo los ensayos de fermentacién,

Caracterizacitn Transformacion

E. coli TB1
recombinante
Clonacion y Propagacion
Elictrotoeais 7o g
s en gel de
| (agarosa
‘ Exlraccién de
’!‘ Rl‘@ﬂdﬂd DH e Ensayos de
‘delTPﬁﬁmdo Fermentacion

Figura 6. Estrategia de Transformacién y Caracterizacion de los Sistemas de
Expresion. Se muestran las etapas de transformacion de E. coli con los
plésmidos, la clonacién, propagacién y caracterizacion de las clonas
recombinantes.

En los ensayos de transformacion se utilizaron los plasmidos recombinantes
pBHX (Centre de Biochemie et de Biologie Moléculaire du CNRS, Marsella, Francia) y
pMALchGH22K (Unidad de Laboratorios de Ingenieria y Expresion Genéticas,
ULIEG) y la cepa TB1 de Escherichia coli (INVITROGEN) como microorganismo
hospedero, los cuales fueron proporcionados por el Laboratorio de Biotecnologia
(ULIEG). Dichos plésmidos fueron obtenidos a partir de sus respectivas clonas
recombinantes almacenadas a -70°C en glicerol (Sigma) al 50 %, mediante el método de
extracciéon de ADN plasmidico reportado por Sambrook y colaboradores (77). Ademas,
se determin la calidad del ADN plasmidico extraido mediante la relacién de absorbancias

(A260 nm/A280 nm) medidas en un espectrofotometro UV/Vis (Beckman, DU70).
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El ensayo de transformacién de E. coli TB1 con cada uno de los pldsmidos
recombinantes anteriores se llevo a cabo empleando el procedimiento que se describe a
continuacién. En un tubo de microcentrifuga (Eppendorf) de 1.5 mL estéril y frio se
afiadieron 10 uL de una solucién del plasmido a 1 ng/uL en amortiguador TE pH 8.0
(Trisma base (Sigma) 25 mM, EDTA (Sigma) 10 mM). El tubo se mantuvo en hielo y se
adicionaron 50 uL de bacterias E. coli TB1 calcio-competentes preparadas segun el
protocolo descrito por Sambrook y colaboradores (78). El contenido del tubo se mezcl6
suavemente por inversién del mismo durante 5 s y se mantuvo en hielo durante 1 h
realizando una agitacién suave cada 10 min. Posteriormente, se coloc6 en un bafio de agua
a 37°C durante 2 min y luego nuevamente en hielo por 10 min. En seguida se afiadieron
300 pL de medio de cultivo Luria-Bertani (LB: triptona (Difco) 1 %, extracto de levadura
(Difco) 0.5 %, NaCl (Sigma) 0.5 %,) y se colocé a 37°C por 1 h con agitacion constante a
250 rpm. La mezcla anterior se distribuy6 en una caja de Petri con medio de cultivo agar
LB con ampicilina (Sigma) a 100 ug/mL con la ayuda de una asa de vidrio estéril. La caja
inoculada se mantuvo a temperatura ambiente durante 10 min y posteriormente se incub6
de forma invertida a 37°C durante 16 h. En forma paralela se llevo a cabo un control de la
transformacién empleando un control negativo con amortiguador TE pH 8.0 en lugar del
ADN plasmidico y un control positivo usando el plasmido pTrcHis superenrrollado a 1
ng/uL en amortiguador TE pH 8.0.

De las colonias bacterianas obtenidas de la transformacion para cada uno de los
sistemas de expresion, se tomaron algunas para propagacién y caracterizacién. La
propagacion se llevé a cabo inoculando cada colonia en tubo estériles con 2 mL de medio
de cultivo liquido LB con ampicilina a 100 pg/mL y se incubaron durante 18 h a 37°C
con agitacion constante a 250 rpm. Posteriormente, se realiz6 la extraccion del ADN
plasmidico mediante la técnica de lisis alcalina reportada por Sambrook y colaboradores
(77), utilizando 1 mL del cultivo propagado. El ADN plasmidico extraido se analizé por

espectrofotometria , para determinar su concentracion y calidad.
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La caracterizacion de la clonas recombinantes de E. coli pBHX y de E. coli
pMALchGH22K se realizé mediante digestién de los pldsmidos con enzimas de
restriccion empleando 1 pg del ADN plasmidico (calidad de 1.9) extraido. Las
condiciones de reaccion de las digestiones enzimaticas se realizaron empleando los
amortiguadores y las recomendaciones seiialadas por los proveedores (GIBCO, BRL).
Estas se realizaron en un volumen final de 10 pL empleando 10 U de enzima en cada
digestion. La incubacidn se realizd a 37°C durante 2 h.

La caracterizacion de la clona recombinante de E. coli pBHX se realiz$ inicialmente
con una digestion doble empleando las enzimas Xho 1y Hind 111, para la comprobacion
de ia presencia del fragmento correspondiente al ADNc de hGH. Posteriormente, se
realizaron otras digestiones enzimdticas empleando las enzimas Ssp I, Hinc 11, Hind 111,
Xba I-Hind 111 para hacer una caracterizacion completa del plasmido. La razon de utilizar
estas enzimas para la caracterizacion fue en base a la secuencia del ADNc de hGH
insertado en este plasmido, ya que no se conoce la secuencia completa del pldsmido
recombinante (Anexo 2). Por lo tanto, esta caracterizacion consisti6 solo en determinar
los tamafios de los fragmentos de restriccién obtenidos en las digestiones.

En el caso del sistema de expresién de E. coli pMALchGH22K inicialmente se
realiz6 una digestién doble con las enzimas Xba 1 y Hind III para una caracterizacion
parcial. Posteriormente, se realizaron otras digestiones enzimaticas empleando las
enzimas ApaL |, Pvu Il, Hind 1lI, BamH 1-Hind 1II para hacer una caracterizacién
completa del plasmido.

La digestiones enzimaticas se analizaron por electroforesis en gel de agarosa
(Sigma) al 0.8 % en amortiguador TBE pH 8.0 (Tris-borato 90 mM, EDTA 2 mM)
empleando 4 pL de la reaccién. El amortiguador de elucion electroforética fue TBE pH
8.0. El gel se tifi6 con una solucioén de bromuro de etidio (Sigma) 2 mg/L en amortiguador
TBE pH 8.0 durante 5 min. En seguida el gel se destifio en agua destilada durante 5 min

para la observacitn del mismo en un transiluminador de UV (Fotodyne).
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La caracterizacion del plasmido pMALchGH22K se bas6 en la comparacion del
mapa tedrico de restriccién practicado a su secuencia nucleotidica con la ayuda del
programa computacional DNA Strider (Anexo 3) y los resultados del anilisis de los
fragmentos de restriccién obtenidos en cada una de las digestiones practicadas. En la tabla
I se muestran las enzimas empleadas para la caracterizacion, asi como los fragmentos

tedricos obtenidos del andlisis computacional del plasmido.

Tablal. Andlisis de Restriccion del pMALchGH22K. Se muestran las enzimas
utilizadas en las digestiones y fragmentos teéricos obtenidos del analisis

computacional.

Enzimas de Restriccion Fragmentos de Restriccién (pb)
Hind 111 6681
Xbaly Hind 11 6113y 572
BamH 1y Hind 111 6077 y 608
Pvu 1l 2682, 1678, 1612,497,123y 93
Apal. 1 2826, 1285, 1246, 830 y 498
pb: pares de bases

2.2.2.2 Ensayos de Fermentaciéon de Clonas Recombinantes de E. coli

Los ensayos de fermentacion de ambos sistemas de expresién se realizaron

siguiendo la estrategia experimental que se muestra en la figura 7.
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Figura 7. Estrategia para los Ensayos de Fermentacion. Se muestran las etapas de
la fermentacion iniciando con la propagacion de la clona recombinante de E.
coli, induccién de la biosintesis de la proteina recombinante durante la
fermentacion y andlisis del sistema de expresion.

Los ensayos de fermentacion de ambos sistemas de expresion se realizaron
siguiendo el procedimiento que a continuacidn se describe. La propagacion de la clona
recombinante se realizé en un tubo estéril con 2 mL de medio de cultivo liquido LB y
ampicilina a 100 pg/mL, el cual se inoculé con una colonia bacteriana. Se incubé el tubo
de cultivo a 37°C durante 18 h con agitacion constante a 250 rpm en un agitador con
temperatura y agitacion controlada (L4B-LINE). Posteriormente se inoculé un matraz
Erlenmeyer de 250 mL que contenia 25 mL del medio de cultivo liquido LB y ampicilina
a 100 pg/mL con 0.25 mL del cultivo propagado. Se incubd a 37°C con agitacion
constante a 250 rpm en un agitador y se realizé un seguimiento del crecimiento
bacteriano en un espectrofotometro a 600 nm hasta obtener un valor de absorbancia de
aproximadamente 0.4 utilizando como blanco el medio de cultivo LB y ampicilina a 100

pg/mL sin inocular. En ese instante, se tomaron dos alicuotas de 1 mL del cultivo
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propagado (células no inducidas) en tubos de microcentrifuga limpios de 1.5 mL. Al
medio de cultivo bacteriano restante se afiadi6 el volumen adecuado de una solucién de
isopropil-8-tiogalactopiranéside (IPTG, Sigma) 100 mM, para conseguir una
concentracién de IPTG de 1 mM. Se continué la incubacién a 37°C durante 2 h con
agitacion constante a 250 rpm en un agitador. Después de la incubacién, se tomaron dos
alicuotas de 0.5 mL de cultivo bacteriano (células inducidas) en un tubos de
microcentrifuga limpios (Eppendorf) y se determiné la absorbancia a 600 nm del cultivo
en un espectrofotometro después de 2 h de incubacién. Los tubos con células no
inducidas y células inducidas se centrifugaron a 16000 x g (14000 rpm) durante 2 min en
una microcentrifuga (Eppendorf, 5415C). Posteriormente, se eliminé completamente el
sobrenadante de los tubos con ayuda de una micropipeta (Gilson). Los paquetes
celulares de cada alicuota se resuspendieron en las soluciones adecuadas para posterior
andlisis de proteinas totales por el método de Bradford (79) y separacién de los
homogenados celulares por electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones

desnaturalizantes (SDS-PAGE).

2.2.2.3 Andlisis de los Sistemas de Expresién Bacterianos Recombinantes

El anélisis de los sistemas de expresion bacterianos se realizé siguiendo la estrategia

experimental que se muestra en la figura 8.
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Figura 8, Estrategia de Andlisis de los Sistemas de Expresién. Se muestran las
técnicas utilizadas para el analisis de los sistemnas de expresion: determinacion
de proteinas totales y analisis densitométrico de homogenados celulares
separados por SDS-PAGE, los cuales se utilizaron su vez para la evaluacién
analitica de los sistemas. La deteccién de las proteinas recombinantes se llevo
a cabo por Western-Blot.

El anélisis de la biosintesis de las proteinas recombinantes en los sistemas de
expresion evaluados se realizd por espectrofotometria determinando proteinas totales
por el método de Bradford. Ademas, se determind el porcentaje de las proteinas
recombinantes (HGHr y HGH-MBPr) mediante anilisis densitométrico de los
homogenados celulares separados en geles de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes teitidos con Azul de Coomassie. Por otro lado, se calculé la produccion
de HGHr y HGH-MBPr en mg/L de cultivo bacteriano. La deteccion de HGHr y HGH-
MBPr se realizd empleando la técnica de Western-Blot.

2.2.2.3.1 Determinacion de Proteinas Totales
La cuantificacion de proteinas totales en los homogenados celulares se realiz6 por

el método de Bradford. Los paquetes celulares de células no inducidas y células inducidas
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se resuspendieron en 50 y 100 pL de amortiguador de lisis (amortiguador de fosfatos
(Sigma) 10 mM, pH 7.0, NaCl 30 mM, Tween 20 (SERVA) 0.25 %, 8-mercaptoetanol 10
mM, EDTA 10 mM, pH 8.0), respectivamente. La resuspension se realiz con la ayuda
de un vortex () durante 5 min. Las muestras se sometieron a cuatro ciclos de
congelamiento en nitrégeno liquido (Unidon Carbide, 35VHC) y descongelamiento a 37°C
en un bafio de temperatura controlada (Precision, 182), antes del andlisis de proteinas
totales. Se tomaron alicuotas de 2 a 10 puL de la suspensién para dicho analisis. Se realizé
una recta de calibracién con una solucién estdndar de albimina sérica bovina (Sigma) 0.5
mg/mL en NaCl (Sigma) 150 mM. Se empleé un intervalo de concentraciones en la recta
de calibracion de 1 a 15 pg/mL. Las muestras asi como los estandares se prepararon por
duplicado. La deteccion se realizd en un espectrofotometro a 595 nm. La recta de
calibracion empleada en la determinacion de proteinas totales, se calculé por el método de
minimos cuadrados utilizando una computadora (Macintosh LC III) y el programa

Microsoft Excel.

2.2.2.3.2 Electroforesis en Gel de Poliacrilamida en Condiciones
Desnaturalizantes (SDS-PAGE) y Andlisis Densitométrico

La separacion de proteinas de los homogenados celulares se llevé a cabo en un gel
discontinuo de poliacrilamida de dimensiones de 14 cm x 17 cm x 1.5 mm utilizando un
gel separador de acrilamida (Sigma) al 12 % y un gel concentrador de acrilamida al 4 %.
Los paquetes de células no inducidas e inducidas se resuspendieron en 50 y 100 pL de
amortiguador de muestra para electroforesis (Trizma base (Sigma) 125 mM, SDS
(Sigma) 4.1 %, glicerol (Sigma) 20 %, B-mercaptoetanol (Sigma) 2 %, azul de
bromofenol (Sigma) 0.001 %, pH 6.8) respectivamente. Las muestras se calentaron 5
min a 100°C en una placa de calentamiento (Thermolyne, 17600) y posteriormente se
centrifugaron a 16000 x g (14000 rpm) a temperatura ambiente durante 1 min en una

microcentrifuga, antes de cargarse en ¢l gel. Se utilizé un marcador de peso molecular para
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proteinas (Dalton Mark VII-L, Sigma) en el intervalo de 14 a 70 kDa, para la
caracterizacién de la banda de HGHr y HGH-MBPr en los homogenados celulares. La
electroelucién del gel se realizé con una fuente de voltaje (BRL, 250) empleando un
voltaje inicial de 100 volts hasta que las muestras penetraron al gel concentrador 1 cm
aproximadamente y posteriormente un voltaje de 150 volts hasta la salida del colorante.
El amortiguador de electroelucion fue Tris base 25 mM, glicina 250 mM y SDS 1 % pH
8.3.

El gel de proteinas se revelé utilizando una técnica de la coloracion rapida con azul
de Coomassie (Sigma). El gel se colocé en un contenedor de vidrio y se cubrié con un
volumen suficiente de solucién fijadora (metanol 50 % v/v, acido acético 10 % v/v en
agua Milli-Q), se mantuvo en agitacion constante a 100 rpm durante 15 min. Después se
retird la solucion fijadora y se afiadio la solucion colorante de Coomassie (Azul brillante
de Coomassie R-250 0.5 % p/v, metanol 50 % v/v, acido acético 10 % v/v, en agua Milli-
Q) y se agité a 100 rpm durante 20 minutos. En seguida se retird la solucién colorante y
se afladio la solucion fijadora anteriormente utilizada para retirar los restos de la misma,
se agit6 1 min y se retird. La decoloracion del gel se realizé con la adicién de una solucion
decolorante (metanol 5 % v/v, dcido acético 7 % v/v, en agua Milli-Q) agitando a 100 rpm
durante 15 min. La decoloracién se realizé6 con cambios periddicos de la solucién
decolorante, hasta que se observé el gel con bandas azules de proteinas sobre un fondo
claro. Se secd sobre papel celofan durante 1 h a 60°C en condiciones de alto vacio en un
secador de geles (LABCONCO, 436-0100).

El analisis densitométrico de los geles se llevé a cabo mediante la medicién de la
intensidad del color de las bandas obtenidas en los homogenados celulares y la
determinacion del porcentaje relativo para cada una de ellas. El equipo empleado fue un
densitémetro Zeineh Soft Laser (Scanning Densitometer, Model SLR-2D/ID, Biomed
Instruments, Inc.) con Zeineh Programs Universal Software (Advanced American

Biotechnology Biomed VGA Programs). El programa empleado para iniciar el anélisis fue
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el "Laser 1D Scanning Main Program”. Se indicé inicialmente la longitud del carril del
gel a analizar, para posteriormente iniciar la calibracion, la cual se realiz6 ajustando la
densidad Optica a 0 de absorbancia colocando el rayo ldser en medio de dos carriles
(ausencia de proteinas) y empleando el botén "ZERO" en el equipo "Zeineh Soft Laser
Densitometer". Posteriormente se ajusté a 100 de absorbancia con el botén "GAIN",
colocando el rayo laser sobre la banda més intensa del carril (este punto se ajusté de 80 a
90 para evitar problemas en caso de que existiera una banda mds intensa de la que se ha
considerado). Para realizar el andlisis se ubicé el laser al inicio del carril y se seleccioné la
opcion "Scan and Save Report". Al realizar esta operacion el laser automaticamente pasé
a lo largo del carril, registr6 la intensidades de las bandas y desplegd un reporte
(densitograma con los valores de areas y porcentajes relativos de cada uno de los picos).
Los datos se grabaron en ¢l programa "Expanded and View Process 1 Data", con el cual

se procesaron los datos e imprimieron los resultados y densitogramas.

2.2.2.3.3 Evaluacién Analitica del Sistema de Expresién
En la evaluacion de los sistemas de expresion, se realizaron los siguientes calculos:

»  La concentracién de proteinas en la alicuota de muestra (PA), se calculé por medio
de la interpolacién de la absorbancia en la recta de calibracion.

»  Las proteinas totales en el cultivo bacteriano expresado en pg/mL (PT), se

calcularon empleando la siguiente ecuacion:

(PA-V2)

PT =
Vi

oV3

V1  Volumen de la alicuota analizada (mL)
V59  Volumen de resuspensién del paquete celular (mL)
V3  Volumen de muestra de medio de cultivo (mL)
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»  Lacantidad de HGHr expresada en mg/L de medio de cultivo, se calculé empleando

la ecuacion:

_ %HGHre PT
100

HGHr

%HGHr Porcentaje de HGHr expresada (Porcentaje de la banda de HGHr con respecto a las proteinas
totales determinadas por densitometria)

Todos los célculos anteriores se realizaron utilizando una computadora (Macintosh

LC HI) y el programa Microsoft Excel.

2.2.23.5 Inmunodeteccion

La deteccion de la HGHr y HGH-MBPr se realizd por medio de un ensayo de
inmunoelectrotransferencia sobre membrana de nitrocelulosa. En este ensayo se
analizaron homogenados de células no inducidas y de células inducidas de ambos
sistemas de expresion. Se inicié con la separacion de dichos homogenados celulares
siguiendo el procedimiento descrito en el punto 2.2.2.3.2 empleando de 10 a 15 pg de
proteina total. Posteriormente, parte del gel de separacién (aquél que contiene el
marcador de peso molecular y algunas muestras) se tifié con la técnica de Azul de
Coomassie y el resto del gel que contenia las muestras a analizar se utilizé en la
electrotransferencia. Antes de iniciar ésta, tanto el gel como la membrana de nitrocelulosa
asi como el papel filtro, s¢ impregnaron durante 15 min en amortiguador de
electrotransferencia. La electrotransferencia se realizé sobre una membrana de
nitrocelulosa de 0.45 pm (Biorad) durante 2 h a 120 V en amortiguador de
electrotransferencia utilizando el equipo de ¢clectrotransferencia (Biorad). Posteriormente,
la membrana se colocé en un recipiente con amortiguador PBS pH 7.4 (con leche

descremada (Sveltys) 5 % p/v durante 1 h a 37°C y agitacién constante a 50 rpm. En
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seguida, se eliminé la solucién anterior y la membrana se lavé con amortiguador PBS pH
7.4 con Tween 20 0.1 % v/v a temperatura ambiente y agitacién constante a 50 rpm
durante 10 min. El procedimiento de lavado se realizé tres veces. La membrana se
sumergi6 en una solucién con el anticuerpo primario, ¢l cual fue un antisuero policlonal
anti-HGH desarrollado en conejo (Sigma) a una dilucién de 1:2000 en amortiguador PBS
pH 7.4 con Tween 20 0.1 % v/v y leche descremada 1 % p/v. La incubacién con este
anticuerpo se realizé durante 2 h a temperatura ambiente y agitacién constante a 50 rpm.
En seguida, se eliming la solucién anterior y la membrana se lavé con amortiguador PBS
pH 7.4 con Tween 20 0.1 % v/v a temperatura ambiente y agitacion constante a 50 rpm
durante 10 min. El procedimiento de lavado se realizé tres veces. Posteriormente, la
membrana se sumergio en una solucién con el anticuerpo secundario conjugado, el cual
fue un antisuero anti-IgG de conejo desarrollado en cabra conjugado a fosfatasa alcalina
(Sigma) a una dilucion de 1:1000 en amortiguador PBS pH 7.4 con Tween 20 0.1 % v/v
y leche descremada 1 % p/v. La incubacién con este anticuerpo se realiz6 durante 2 h a
temperatura ambiente y agitacion constante a 50 rpm. En seguida, se elimin6 la solucion
anterior y la membrana se lavo tres veces con amortiguador PBS pH 7.4 con Tween 20
0.1 % v/v a temperatura ambiente y agitacion constante a 50 rpm durante 10 min. La
membrana posteriormente, se revelé con 10 mL de una solucién con los sustratos
cromogénicos, la cual contenia 66 pL de nitroazul de tetrazolio (NBT) al 5 % p/vy 33
UL de 5-bromo-4-cloro-3-indolilfosfato (BCIP) al 5 % p/v en amortiguador de fosfatos
alcalino (NaCl 100 mM, MgCl2 5 mM, Tris-HC] 100 mM pH 9.5). Esta solucién se
afiadié a la membrana y se agité moderadamente hasta la aparicion de las bandas de
interés. La detencion de la reacci6n se llevo a cabo eliminado Ia solucidn de revelado y la

adicion de agua Milli-Q a la membrana.

2.2.2.4 Evaluacion de la Influencia de Variables en la Fermentacion de los
Sistemas de Expresién Recombinantes
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2.2.2.4 Evaluacion de la Influencia de Variables en la Fermentacién de los
Sistemas de Expresién Recombinantes

Para el estudio de la influencia de variables que pueden afectar el proceso de
fermentacion de las cepas recombinantes de E. coli, se realizaron ensayos empleando
diferentes condiciones de fermentacion. Las variables estudiadas fueron la concentracion
de glucosa en el medio de cultivo (% Gle.), la densidad dptica del cultivo bacteriano al
inicio de la induccién (D.O.) y el tiempo de induccién (T.1.). La concentracién de [PTG
se mantuvo constante en 1 mM en todos estos ensayos. En la tabla II, se muestran los
diferentes valores de la variables empleadas en cada uno de los ensayos de fermentacion

evaluados. Cada uno de los ensayos de fermentacion se realizaron por triplicado.

Tabla II. Variables de Fermentacion para los Sistemas de Expresién. Se muestran
los diferentes ensayos con los valores empleados para cada una de las

variables evaluadas.
Ensayo % Gle. D.O. a 600 nm T.L (h)
1 (LB/0.4) 0.0 04 2,3,5
2 (LB/0.5) 0.0 0.5 2,3,5
3(LBG/0.4) 0.2 04 2,3,5
4 (LBG/0.5) 0.2 0.5 2,3,5
% Glc.  Concentraci6n de glucosa en el medio de cultivo
D.O. Densidad Optica medida a 600 nm en ¢l cultivo bacteriano al inicio de la induccién
T.L Tiempo de induccion en horas
LB Medio de cuitivo Luria Bertani

LBG Medio de cuitivo Luria Bertani con glucosa

En cada ensayo se determino la cantidad de proteinas totales y el porcentaje
relativo de la proteina recombinante (HGHr o HGH-MBPr) en los homogenados
celulares. Ademds, se calculo la produccion del sistema de expresion en mg/L de medio de
cultivo. Se calcul6 la media y desviacion estandar de los valores, ademads del coeficiente

de variacion en cada ensayo evaluado.
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Para el estudio de la influencia de variables que pueden afectar el proceso de
fermentacién de las cepas recombinantes de E. coli, se realizaron ensayos empleando
diferentes condiciones de fermentacién. Las variables estudiadas fueron la concentracion
de glucosa en el medio de cultivo (% Glc.), la densidad éptica del cultivo bacteriano al
inicio de la induccién (D.0O.) y el tiempo de induccién (T.1.). La concentracién de IPTG
s¢ mantuvo constante en 1 mM en todos estos ensayos. En la tabla II, se muestran los
diferentes valores de la variables empleadas en cada uno de los ensayos de fermentacion

evaluados. Cada uno de los ensayos de fermentacién se realizaron por triplicado.

Tabla II. Variables de Fermentacion para los Sistemas de Expresién. Se muestran
los diferentes ensayos con los valores empleados para cada una de las

variables evaluadas.
Ensayo % Gle. D.O. a 600 nm T.L (h)
1 (LB/0.4) 0.0 04 2,3,5
2 (LB/0.5) 0.0 0.5 23,5
3 (LBG/0.4) 0.2 0.4 2,3,5
4 (LBG/0.5) 0.2 0.5 223, 5
% Glc.  Concentracidn de glucosa en el medio de cultivo
D.O. Densidad éptica medida a 600 nm en el cultivo bacteriano al inicio de la induccion
NI Tiempo de induccién en horas
LB Medio de cultivo Luria Bertani

LBG Medio de cultivo Luria Bertani con glucosa

En cada ensayo se determiné la cantidad de proteinas totales y el porcentaje
relativo de la proteina recombinante (HGHr o HGH-MBPr) en los homogenados
celulares. Ademas, se calculd la produccion del sistema de expresion en mg/L de medio de
cultivo. Se calcul6 la media y desviacion estandar de los valores, ademas del coeficiente
de variacion en cada ensayo evaluado.

La evaluacién de la influencia de las variables en la fermentacién se realizé mediante
el andlisis de los valores de porcentajes relativos de HGHr o HGH-MBPr y de

produccion (mg/L de cultivo) encontrados en cada uno de los ensayos. En dicho analisis
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La evaluacién de la influencia de las variables en la fermentacin se realizé mediante
el andlisis de los valores de porcentajes relativos de HGHr o HGH-MBPr y de
produccion (mg/L de cultivo) encontrados en cada uno de los ensayos. En dicho andlisis
se empled una prueba  de Student para analizar diferencias significativas entre parejas de
puntos con diferencias en una variable. Por otro lado, se empled un andlisis de regresion
lineal maltiple para conocer la influencia de cada una de las variables en el proceso de
fermentacion. En este ltimo anélisis se emplearon Ginicamente los niveles de produccién
de la proteina recombinante encontrados en cada ensayo.

Todos los célculos matematicos y estadisticos se realizaron con ayuda de una

computadora (Macintosh, LC III) y el programa Microsoft Excel.

2.2.3 Aislamiento de HGH-MBPr y Aislamiento y Purificacion de HGHr

La estrategia general de aislamiento de cada una de las proteinas recombinantes a

partir de sus respectivos homogenados celulares se muestra en la figura 9.

Parificacionde
HGHr por CLAR

roduccion de Anticuerpos |

Figura 9. Estrategia de Aislamiento de HGHr y HGH-MBPr. Se muestran las
diferentes etapas utilizadas en cada uno de los aislamientos de las proteinas
recombinantes. Ademés de la utilidad de los extractos enriquecidos en las
siguientes etapas del proyecto experimental.
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El aislamiento de HGHr o de HGH-MBPr se realiz6 a partir de un homogenado de
células inducidas que contenia al menos un 25 % de la proteina recombinante respecto al
contenido total de proteinas. En el caso de HGHi, el aislamiento se llevo a cabo a partir
del sobrenadante obtenido por centrifugacion del homogenado celular. Este se precipité a
un 20 % de saturacién con una solucién de sulfato de amonio y el precipitado obtenido
constituy6 el extracto enriquecido con HGH, el cual se utilizé para la purificacion de la
misma. Por otro lado, el extracto enriquecido con HGH-MBPr constituyo el
sobrenadante obtenido por centrifugacién a partir del homogenado celular
correspondiente, Ambos extractos enriquecidos se analizaron por la técnica de SDS-
PAGE y densitometria, ademas, se determiné en ellos el contenido de proteinas total por

el método de Bradford.

2.2.3.1 Aislamiento de HGH-MBPr

La obtencidn del extracto enriquecido de HGH-MBPr se llevé al cabo a partir de 10
mL de cultivo bacteriano inducido con IPTG 1 mM, en medio LB durante 3 h a 37°C. El
cultivo inducido se centrifugé a 10000 x g (9000 rpm) a 4°C durante 10 min en una
centrifuga refrigerada (JEC Centra 4RPM). Se eliminé el sobrenadante por decantacion y
el paquete celular se resuspendié en 1 mL de amortiguador de lisis. El homogenado
celular se sometié a cuatro ciclos de congelamiento en nitrégeno liquido y
descongelamiento a 37°C en un bafio de temperatura controlada. Posteriormente se
centrifug6 a 10000 x g (9000 rpm) a 4°C durante 30 min en una centrifuga refrigerada. Se
separ6 el sobrenadante del precipitado, y aquel constituy6 el extracto enriquecido. Este
se analiz6 mediante electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes y densitometria, y andlisis de proteinas totales por el método de

Bradford (anteriormente descritos).



2.2.3.2 Purificacién de HGHr por CLAR-FR

La estrategia general de purificacion de HGHr por CLAR-FR se muestra en la
e ——
Homogenado Celula
>25% HGHr
Extracto Enriquecido
(>40% de HGHr)

Separacién e Identificacion
de HGHr _ :

. F L4 L4
Eunficaclon y Evaluaamg

figura 10.

: Aislamientg;

Figura 10. Estrategia de Purificacion de HGHr. Se muestran las diferentes etapas
utilizadas en la purificacién de HGHr. Estas fueron aislamiento, separacion,
identificacion y purificacion de HGHr. Ademas se realiz6 una evaluacion del
proceso de purificacion.

La estrategia de purificacién de HGHr, inici6 con la obtencién de un extracto
enriquecido en HGHr mediante una técnica de aislamiento por precipitacién con sulfato
de amonio, a partir de un homogenado celular con al menos un 25 % de HGHr. Al mismo
tiempo, se desarrollé un método cromatografico por CLAR-FR para la separacién de
HGHr en la fraccién soluble de un homogenado de células inducidas. Por otro lado, la
identificaciéon del pico de HGHr se realiz6 mediante la comparacién de los
cromatogramas obtenidos del anilisis de las fracciones solubles de los homogenados de
células inducidas y no inducidas. Esta identificacion se corroboré mediante el anilisis del

pico correspondiente recolectado de forma manual, por medio de un ensayo de ELISA
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contra HGH (GIBCO, BRL). La etapa de purificacién se llevé a cabo empleando el
extracto enriquecido de HGHr en la separacion. Se recolectd el pico de HGHr y éste
como el extracto enriquecido se analizaron para posteriormente evaluar dicha

purificacion.

2232.1 Aislamiento de HGHr

La obtencién del extracto enriquecido de HGHr se llevé al cabo a partir de 100 mL
de cultivo bacteriano inducido con IPTG 1 mM, en medio LB durante 5 h a 37°C. El
cultivo inducido se centrifugé a 10000 x g (9000 rpm) a 4°C durante 10 min en una
centrifuga refrigerada (/EC Centra 4RPM). Se elimin6 el sobrenadante por decantacién y
el paquete celular se resuspendié en 10 mL de amortiguador de lisis. El homogenado
celular se sometié a cuatro ciclos de congelamiento en nitrégeno liquido y
descongelamiento a 37°C en un bafio de temperatura controlada. Posteriormente se
centrifugé a 10000 x g (9000 rpm) a 4°C durante 30 min en una centrifuga refrigerada. Se
separ0 el sobrenadante del precipitado y dicho precipitado se transfirié a un vaso de
precipitado de 250 mL para posterior precipitacion con sulfato de amonio (Sigma). La
precipitacion se llevé a cabo a 4°C afiadiendo la cantidad necesaria de sulfato de amonio
solido hasta un 20 % de saturacidn, la adicién se llevé a cabo de manera lenta y con
agitacion constante durante la misma. Posterior a la adicion, se mantuvo en agitacién
constante durante 1 h a 4°C. El precipitado se obtuvo mediante centrifugacion a 10000 x
g (9000 rpm) a 4°C durante 30 min en una centrifuga refrigerada. Se elimind el
sobrenadante por decantacion y el precipitado se resuspendié en 3 mL de amortiguador
de lisis. La solucidén del precipitado anterior se dializé con una membrana de didlisis con
un “cut-off” de 10-12 kDa (Sigma). La dialisis se llevo a cabo a 4°C durante 3 h contra
agua Milli-Q realizando cambios de la misma cada 30 min. La solucién dializada se
congelé a -20°C para posterior analisis. El extracto enriquecido obtenido se utiliz6 para la

purificacion de HGHr por CLAR-FR. La solucién dializada se analizé mediante
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electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes y densitometria,
y analisis de proteinas totales por el método de Bradford (anteriormente descritos). Por
otro lado, se analiz la cantidad de HGHr en la solucién dializada mediante un método de
ELISA de doble anticuerpo (GIBCO, BRL). En la anterior determinacién se emple6 una
recta de calibracion con un intervalo de concentraciones de una solucién estandar de
HGH de 0.5 a 12 ng/mL. La recta de calibracién empleada en la determinacion de HGHr
mediante el ensayo de ELISA, se calcul6 por el método de minimos cuadrados utilizando

una computadora (Macintosh LC III) y el programa Microsoft Excel.

2.2.3.2.2 Método de Separacién e Identificacion de HGHr por CLAR-FR

El anlisis cromatogréfico se realizé en un cromatégrafo de liquidos System Gold
(Beckman). Se utilizo una columna analitica de fase reversa Nucleosil Cg, 300 A (5 pm,
250 x 45 mm). La separacion se llevé a cabo empleando un método de elucion en
gradiente de 0-100% de B (Acetonitrilo (Merck) con 0.1% de TFA (Sigma)) y A (Agua
Milli-Q con 0.% de TFA) durante 20 min, a temperatura ambiente a un flujo de 1
mL/min. La deteccion se realizé empleando un detector de UV de arreglo de diodos y a
doble longitud de onda (215 nm y 280 nm). Los eluyentes de grado HPLC fueron
filtrados con filtros Durapore tipo HVLP (0.45 pm) y desgasificados antes de uso en un
sistema de filtracién y desgasificacion (Millipore). Por otro lado, las muestras a analizar
se centrifugaron a 16000 x g a 4°C durante 5 min antes de su andlisis cromatografico. El
volumen de inyeccién utilizado fue de 20 pL.

La identificacién del pico cromatogrifico correspondiente a HGHr se realizd
mediante la comparaci6n de los cromatogramas obtenidos del anlisis de los homogenado
de células no inducidas e inducidas del sistema de expresién E. coli pBHX. Dicha
identificacion fue corroborada mediante la recoleccion del pico correspondiente y

posterior andlisis de] mismo por medio de un ensayo de ELISA contra HGHr (GIBCO,
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BRL). El pico fue recolectado en un tubo de microcentrifuga (Eppendorf) de 1.5 mL,
estéril y frio. Una alicuota de este se utilizo para su analisis por ELISA.

2.2.3.2.3 [Estrategia de Purificacion: Separacién, Recoleccién y Analisis de
HGHr por CLAR-FR

La solucién dializada que contenia la HGHr (extracto enriquecido) la cual se obtuvo
en el punto 2.2.3.2.1, se utiliz6 en la purificacion de HGHr por CLAR-FR. La muestra a
purificar se centrifugé a 16000 x g a 4°C durante 5 min antes de su analisis
cromatografico. El método de separacion utilizado fue el que describi6é en el punto
2.2.3.2.2. Se utilizé un volumen de inyeccién de 250 pL. El pico correspondiente a
HGHr se recolecté en forma manual, conservando la muestra en hielo (4°C).
Posteriormente a la recoleccion, se eliminé la fase mévil en un concentrador centrifugo a
alto vacio (LABCONCQ). La muestra seca se resuspendié en un volumen adecuado de
agua Milli-Q estéril y se analizé determinando la cantidad de HGHr recuperada mediante
un sistema de ELISA, la cantidad de proteinas totales por el método de Bradford, el

porcentaje relativo de HGHr por densitometria y ademas, se reanalizé por CLAR-FR.

2.2.3.3 Evaluacion del Proceso de Purificacion de HGHr

La evaluacién completa del proceso de purificacién se realizé mediante el andlisis
de proteinas totales por el método de Bradford, el % de HGHr obtenido por
densitometria y el cilculo de la cantidad de HGHr determinada por la férmula del punto
2.2.2.3.3., en la muestras del homogenado celular, fraccion soluble, extracto enriquecido y
fraccion purificada con HGHr obtenidas del sistema de expresién de E. coli con pBHX.

Por otro lado se llevo a cabo la evaluacién de la etapa cromatografica de
purificacidn, mediante la determinacién de proteinas totales por el método de Bradford,
el % de HGHr obtenido por densitometria y el célculo de la cantidad de HGHr

determinada por la férmula del punto 2.2.2.3.3 y se comparé con el andlisis de HGHr
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determinado por un método de ELISA (GIBCO BRL) en las muestras antes y después
de la purificacion.

Con los datos anteriores se calculé la recuperacién de HGHr después de la etapa
cromatogréfica y el rendimiento final de la purificacion de HGHr expresado en mg/L de
medio de cultivo.

La evaluacion de los resultados se realiz6 mediante el uso de una computadora

Macintosh y el programa Microsoft Excel.

2.2.4 Produccion de Anticuerpos Monoclonales anti-HGHr

2.24.1 Esquema de Inmunizacién

Para llevar a cabo el esquema de inmunizacién se utilizaron ratones BALB/c
hembras y machos de 12 semanas de edad. Los ratones se mantuvieron en jaulas de
acrilico, a una temperatura de 16-20°C, se alimentaron con purina (Purina México S.A. de
C.V.) y agua destilada estéril ad libitum.

Se utilizaron como antigenos el extracto enriquecido de HGH-MBPr obtenido en el
apartado 2.2.3.1, la fraccion soluble de un homogenado de células inducidas del sistema
de expresidn E. coli pBHX que contenia HGHr (sobrenadante utilizado en la obtencion
del extracto enriquecido con HGHr en el apartado 2.2.3.2.1) y el liquido de fermentacién
de una cepa recombinante de Pichia pastoris productora de HGHr (35). El esquema de
inmunizaci6n utilizado se muestra en la Tabla III.

Los antigenos para las inmunizaciones de los dias 0, 15 y 30 se prepararon en
forma de emulsién, mezclando el antigeno diluido en solucion salina esténl 0.85% y el
adyuvante completo de Freund (Sigma) a una relacion 1:1. El volumen empleado en las

dosis corresponde a la mezcla anterior, la cual se aplic6 en dos ocasiones empleando una
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via diferente (subcutdnea e intraperitoneal). Por ultimo, el liquido de fermentacién con
HGHr se aplicé de forma directa por la via intraperitoneal, sin ninguna preparacion.
Los ratones se sangraron del plexo venoso retroorbitario, antes de cada

inmunizacién y los sueros obtenidos se almacenaron a -20°C hasta su uso.

Tabla IIl. Esquema de Inmunizacién. Se muestran en esta tabla los dias en que se
realizaron las diferentes inmunizaciones, la composicion de los diferentes
antigenos utilizados, la dosis y la via de inmunizacién.

Dia An_tigeno Via de Inmunizaciéon

0 Extracto enriquecido con 41 % de 1. Subcutéanea (cojinete plantar)

HGH-MBPr 2. Intraperitoneal
50 pL con 500 pg
15 Extracto enriquecido con 41 % de 1. Subcuténea (cojinete plantar)
HGH-MBPr 2. Intraperitoneal
50 puL con 500 pg
30 Fraccién soluble con 43 % de HGHr 1. Subcutanea (cojinete plantar)
SO L con 125 pug 2. Intraperitoneal
45 Liquido de fermentacién con 80 %
de HGHr
10 pg en 500 ul

2.24.2 Evaluacion de la Respuesta de Anticuerpos contra HGHr

La deteccion de anticuerpos contra HGHr en los ratones inmunizados se realizé a
los 15 dias de la primera inmunizacién, mediante un ensayo de ELISA modificado a
partir un estuche comercial de ELISA contra HGH (Biorad), cuyo procedimiento se
describe en el apartado de 2.2.4.4.2. Los sueros obtenidos en los dias 0 y 15 se
analizaron por el método anterior empleando diluciones de los mismos de 1:100, 1:250,
1:500 y 1:700.

Por otro lado, se realiz6 la determinacién de anticuerpos anti-HGH en los sueros de
los ratones obtenidos durante el esquema de inmunizacién empleando una dilucién de los

mismos de 1:100 mediante el ensayo de ELISA del punto 2.2.4.4.2. Asi mismo, se
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determiné el titulo de anticuerpos anti-HGH en el suero de los ratones a los 45 dias
mediante técnicas inmunolégicas. Los procedimientos utilizados se reportan en los

puntos 2.2.4.4.1 (inmunodot), 2.2.4.4.2 (ELISA) y 2.2.4.4.3 (Western-Blot).

2.2.4.3 Obtencion de Hibridomas

Para los ensayos de fusion se emplearon diferentes lineas celulares de mieloma
murino, P3/NSI/1-Agd-1 (NS-1) (Depto. de Inmunologia), P3X63Ag8U.1 (Depto de
Inmunologia) y P3X63Ag8.653 (CINVESTAV). Antes de iniciar con los ensayos de
fusién, se realizé un ensayo de sensibilidad a aminopterina sobre las lineas celulares de

mieloma de raton anteriores, con excepcion de la NS-1.

2.2.43.1 Sensibilidad a Aminopterina de Lineas Celulares de Mieloma de
Raton

La linea de mieloma se recuper6 de un vial de criopreservacién de 1 mL almacenado
en un tanque de nitrégeno liquido y se colocd en bafio de agua a 37°C hasta su
descongelacion total (1 a 2 min). El contenido de vial se transfirié a un tubo de
microcentrifuga limpio y estéril de 1.5 mL en una campana de flujo laminar. El tubo s¢
centrifugd a 610 x g (2000 rpm) en una microcentrifuga a temperatura ambiente durante 5
min. Posteriormente, se elimind el sobrenadante del tubo y se realizaron dos lavados del
paquete celular con 1 mL de medio de cultivo DMEM con SBF al 10 %. En seguida de
los lavados las células se resuspendieron en medio de cultivo DMEM con SBF al 10 % y
se determiné su concentracion y viabilidad celular en una camara de Nuebauer empleando
una coloracion vital con azul de tripano. Las células se sembraron en frascos de cultivo de
25 cm? a concentracion celular de 2 X 103 células/mL en un volumen entre 6 y 8 mL de
medio de cultivo DMEM con SBF al 10 %. Se incubaron en una incubadora a 37°C en
atmésfera himeda con CO; al 5 %. Cuando se observé confluencia se realizaron

diluciones del cultivo para llevar a cabo el ensayo de sensibilidad a aminopterina.
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Dicho ensayo se realiz6 en placas de cultivo de 24 pozos, en donde se realizaron
cuitivos por triplicado de la linea celular de mieloma murino en presencia y en ausencia
de aminopterina. Los cultivos se realizaron a una concentracién celular de 1 x 106
células/mL en un volumen de 2 mL de medio de cultivo DMEM con SBF 10 % y HAT
(hipoxantina 100 pM, aminopterina 0.4 uM, timidina 16 uM) o de 2 mL de medio de
cultivo DMEM con SBF 10 % y HT (hipoxantina 100 pM, timidina 16 pM). Los
cultivos se incubaron en una incubadora a 37°C en atmoésfera hiimeda con CO; al 5 %. Se
tomaron alicuotas de estos a las 0, 24, 48, 72 y 96 h para medir la concentracion y
viabilidad celular en una cdmara de Nuebauer empleando una coloracidn vital con azul de
tripano.

Por todo lado, fue importante almacenar las lineas celulares de mieloma en
nitrégeno liquido para posteriores ensayos. El almacenamiento se realizd mediante el
siguiente procedimiento. A partir de un cultivo de células en fase log (cultivo de 24 h,
después de un cultivo inicial a 2 x 105 células/mL. en medio fresco) y viabilidad mayor del
95 %, se obtuvo el paquete celular por centrifugacion a 100 x g durante S min a
temperatura ambicente. Se elimind el sobrenadante y el paquete celular se resuspendié en
medio de criopreservacién de SBF con DMSO al 20 % v/v frio a una concentracién
celular de 3 x 106 células/mL. La linea celular se almacend en alicuotas de 1 mL en viales
de criopreservacion estériles. Los viales se colocaron a -70°C durante 1.5 h,
posteriormente estos se transfirieron a cilindros de almacenamiento en un tanque de

nitrégeno liquido.

2.243.2 Ensayos de Fusién Celular

La preparacién de células de mieloma murino para los ensayos de fusién se realizé
mediante el siguiente procedimiento. La linea de mieloma se recuperd de un vial de
criopreservacién de 1 mL almacenado en un tanque de nitrégeno liquido y se colocé en

bafio de agua a 37°C hasta su descongelacién total (1 a 2 min). El contenido de vial se
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transfirié a un tubo de microcentrifuga limpio y estéril de 1.5 mL en una campana de
flujo laminar. El tubo se centrifugé a 610 x g (2000 rpm) en una microcentrifuga a
temperatura ambiente durante 5 min. Posteriormente, se elimin6 el sobrenadante del tubo
y se realizaron dos lavados del paquete celular con 1 mL de medio de cultivo DMEM
con SBF al 10 %. En seguida de los lavados las células se resuspendieron en medio de
cultivo DMEM con SBF al 10 % y se determiné su concentracion y viabilidad celular en
una cdmara de Nuebauer empleando una coloracién vital con azul de tripano. Las células
se sembraron en frascos de cultivo de 25 cm3 a concentracion celular de 2 x 103
células/mL en un volumen entre 6 y 8 mL de medio de cultivo DMEM con SBF al 10 %.
Se incubaron en una incubadora a 37°C en atmoésfera humeda con CO3 al 5 %. Un dia
antes de la fusién se analiz la viabilidad y concentracion celular del cultivo y se prepard
un cultivo de células en fase log y viabilidad mayor del 95 %, el cual se utiliz para los
ensayos de fusion.

Los ensayos de fusion de células de micloma murino y células de bazo de! ratén
inmunizado, se realizé mediante el procedimiento que se describe a continuacion.

Se inici6 con la obtencion de la células de bazo del ratén inmunizado. El ratén se
sacrificé6 mediante dislocacién cervical y se colectd sangre del mismo mediante una
puncién intracardiaca. La sangre se transfirié a un tubo de microcentrifuga 1.5 mL y se
centrifugd a 16000 x g durante 5 min para la obtencién del suero. Inmediatamente el ratén
se sumergid en una solucion de etanol al 70 % y se colocéd sobre una mesa de diseccion.
El bazo se extrajo en forma aséptica y se colocd en un caja Petri de 60 mm con 3 mL de
medio de cultivo DMEM. Se removié de su superficie grasa y tejido adherido bajo una
campana de flujo laminar. Posteriormente este se transfiri6 a una rejiila (colador) de acero
inoxidable en una caja Petri de 100 mm con 10 mL de medio de cultivo DMEM. Se llend
una jeringa de 3 mL con 2 mL de medio de cultivo DMEM y usando una aguja de 26-G
se llend el bazo con medio mediante inyeccion en varios puntos. Con una tijera estéril se

cortd el bazo en tres o cuatro lugares. El bazo se presiond contra la rejilla de acero
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inoxidable con ayuda de un embolo de una jeringa estéril usando movimientos circulares,
hasta que solo el tejido fibroso permanecié sobre la rejilla. La suspension obtenida de la
presion del bazo sobre la rejilla se colecté en una caja Petri estéril. La rejilla en seguida
fue lavada con 2 mL de medio DMEM. Posteriormente se transfirid la suspension celular
a un tubo de centrifuga de 15 mL y se dispersé con ayuda de una pipeta estéril de 5 mL.
Se dejé 3 min a temperatura ambiente. Posteriormente se determind en la suspension
homogénea la concentracién y viabilidad celular. Posteriormente se transfirieron 1 x 108
células de bazo viables a un tubo de centrifuga de 15 mL.

Para el ensayo de fusién celular se transfirieron 1 x 107 células de mieloma en fase
log a un tubo de centrifuga de 50 mL, las cuales se lavaron en dos ocasiones con medio
DMEM centrifugando el tubo 5 min a 200 x g a temperatura ambiente y resuspendiendo
en 5 mL de medio. Posteriormente se aiiadieron las células de bazo a las células de
mieloma en el tubo de 50 mL y el tubo se lleno con medio de cultivo (relacién 10:1). Se
centrifugo el tubo 5 min a 200 x g a temperatura ambiente y se resuspendié en 50 mL y
nuevamente se centrifugo. Se eliminé el sobrenadante y ¢l paquete celular se calentd a
37°C durante 2 min en un bafio de agua. Se golped gentilmente el tubo por el fondo para
homogeneizar el paquete celular. El procedimiento de fusidn se realizé afiadiendo al
paquete celular 1 mL de una solucién de PEG a 37°C gota a gota durante 1 min y
agitando gentilmente. Inmediatamente el tubo se centrifugd por 2 mina 100 x g y a este
se afladieron 4 mL de medio DMEM durante 3 min , 5 mL durante 2 min y por ultimo se
lleno el tubo. El tubo se centrifugd 5 min a 100 x g y se elimin6 el sobrenadante. E]
paquete celular se resuspendié en 70 ml de medic DMEM con SBF al 20 % y HAT y
OPI sin forzar la dispersion de los actimulos celulares. Se incub6 al menos 30 min en una
incubadora a 37°C en atmésfera himeda con CO; al 5 %. En seguida se resuspendié
adecuadamente y se afladieron 200 pL de la suspension celular a cada pozo de placas de
microcultivo de 96 pozos de fondo plano y se incubaron durante 5 dias en una

incubadora a 37°C en atmdsfera himeda con CO; al § %. Al primer dia se verificé la
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incubadora a 37°C en atmésfera himeda con CO; al 5 %. En seguida se resuspendié
adecuadamente y se afladieron 200 pL de la suspension celular a cada pozo de placas de
microcultivo de 96 pozos de fondo plano y se incubaron durante 5 dias en una

incubadora a 37°C en atmdsfera himeda con CO; al § %. Al primer dia se verificé la
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ausencia de contaminacién, y al quinto dia se afiadieron 100 pL de medio fresco.
Posteriormente a los dos dias se reemplazaron 100 pL de cada pozo por 100 pL de
medio fresco. El paso anterior se realiz6 cada tercer dia hasta que las células hibridos

cubrieron un 10 a 50 % de la superficie del pozo.

2.2.44 Seleccion de Hibridomas Productores de anti-HGHr

A partir del séptimo dia, los microcultives fueron revisados diariamente al
invertoscopio en busca de datos sugerentes de proliferaciéon celular como son la
morfologia y el mimero de células. Los pozos que presentaron datos sugerentes de
hibridomas en desarrollo y que cubrian mas de un 50 % de su superficie se marcaron y de
ellos se extrajeron 100 pl. de sobrenadante (se restituyé con 100 gL de medio fresco)
para determinar la presencia de anticuerpos mediante una técnica de ELISA ¢ inmunodot.
Las cultives productores se expandieron en forma sucesiva, a placas de cultivo de 96
pozos a una dilucién 1:2 en medio fresco, posteriormente de este a placas de 24 pozos a
una dilucién 1:5 y posteriormente a botellas de 25 cm3 a una dilucién 1:5. De los cultivos

propagados se tomaron alicuotas para congelar y clonar posteriormente.

2.244.1 Ensayos de Inmunodot

El andlisis de sobrenadantes de microcultivos de hibridomas se realiz6 inicialmente
mediante una técnica de inmunodot (ensayo inmunoenzimdtico en papel de
nitrocelulosa). Este se realizé6 empleando el procedimiento siguiente. Un pedazo de papel
de nitrocelulosa de poro de 0.45 pm se transfiri6 a un recipiente con amortiguador TBS
pH 7.5 (Tris-HCI 20 mM, NaCl 500 mM) y se dejo impregnar durante 10 min. El papel
se colocé en un aparato de microfiltracién (BIORAD) de acuerdo a las indicaciones del
fabricante. A cada pozo se le agregaron 100 pl de amortiguador TBS pH 7.5 y se drené

mediante un sistema de vacio. Posteriormente se agreg6 a cada pozo S0 pl de una
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solucién con 1 pg de proteina total de la fraccion soluble de un homogenado celular de E.
coli pBHX diluido en TBS pH 7.5 o 50 pL con 1 pg de proteina total del liquido de
fermentacion de una cepa de Pichia pastoris productora de HGHr, diluido en TBS pH
7.5, el cual se dejé drenar por gravedad durante 1 h a temperatura ambiente.
Posteriormente se afiadié a cada pozo 200 pL de una solucién de leche descremada al 1 %
en TBS pH 7.5 y se dejo drenar por gravedad durante 1.5 h a temperatura ambiente. En
seguida se eliminaron las soluciones anteriores mediante filtracién a vacio. Se realizaron
cuatro lavados de cada pozo con 200 pL de Tween 20 al 0.1 % en TBS (TTBS) pH 7.5,
eliminando estos por filtracién a vacio. Se afiadieron 50 pl de cada muestra,
sobrenadantes sin diluir, suero del raton (dia 45) diluido 1:100 en leche descremada 1 %
en TTBS pH 7.5 (control positivo) y suero del raton (dia 0) diluido 1:100 ea leche
descremada 1 % en TTBS pH 7.5 (control negativo). Las muestras se incubaron a
temperatura ambiente durante 1 h y se dejaron filtrar por gravedad. Se realizaron cuatro
lavados de cada pozo con 200 pL de Tween 20 al 0.1 % en TBS (TTBS) pH 7.5,
eliminando estos por filtracion a vacio. Posteriormente se afiadieron 50 pL a cada pozo
de un suero policlonal anti-Ig's de ratén conjugado a peroxidasa a una dilucion de 1:1000
en Tween 20 al 0.1 % en TBS (TTBS) pH 7.5 y se incubaron a temperatura ambiente
durante 1 h y se dejaron filtrar por gravedad. Se realizaron cuatro lavados de cada pozo
con 200 pPL de Tween 20 al 0.1 % en TBS (TTBS) pH 7.5, eliminando estos por
filtracion a vacio. Se desmonto el sistema y el papel se colocé en una solucidn sustrato de
3,3-diaminobencidina (tetrahidroclururo) 0.5 mg/mL en TBS pH 7.5 y perdxido de
hidrogeno al 0.06 % (2 pL de solucién de perdxido de hidrogeno al 30 % por mL de
solucion de 3,3-diaminobencidina), hasta la aparicion de color en los pozos. La reaccién
se detuvo con una solucién de HCI 5 N en agua Milli-Q. El papel se sec6 entre dos hojas

de papel filtro.
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2.2.44.2 Ensayos de ELISA

El anlisis de sobrenadantes de microcultivos de hibridomas se realiz6 también por
medio de un ensayo de ELISA modificado a partir de un estuche comercial de ELISA
contra HGH. El procedimiento utilizado se describe a continuacién. Se utilizaron placas
de microtitulacidn cubiertas con anticuerpos IgG de conejo anti-HGH. Se afiadieron 100
uL por pozo del amortiguador de dilucién 2X (PBS/ASB/Tween 20). Se incub6 a
temperatura ambiente durante 10 min y sin remover esta solucién se afladieron en seguida
100 pl por pozo de] estandar de HGH a 25 ng/mL diluido en medio de cultivo DMEM.
La placa se incubé a 37°C durante 30 min. Posteriormente se realizaron cinco lavados
con ¢l amortiguador de lavado 1X utilizando 200 pL por pozo e invirtiendo la placa para
eliminar la solucion. En seguida se afiadieron 200 pl de cada muestra, sobrenadantes sin
diluir, suero del ratdn (dia 45) dilvido 1:100 y suero del ratén (dia 0) diluido 1:100, estos
ultimos diluidos en amortiguador de dilucién 1X. La placa se incubé a 37°C durante 30
min y posteriormente se realizaron cinco lavados con ¢l amortiguador de lavado 1X
utilizando 200 pL por pozo ¢ invirtiendo la placa para eliminar la solucién. Se afiadieron
a continuacion 200 pL de un anticuerpo de cabra anti-IgG de ratén conjugado a
peroxidasa diluido 1:500 en amortiguador de dilucién 1X. La placa se incubé a 37°C
durante 30 min y posteriormente se realizaron cinco lavados con el amortiguador de
lavado 1X utilizando 200 pL por pozo e invirtiendo la placa para eliminar la solucion. La
deteccion se realizd afiadiendo 200 pL de amortiguador de sustrato y OPD recientemente
preparado. La placa se incubd a temperatura ambiente durante 30 min en la obscuridad. la
reaccion fue detenida afiadiendo a cada pozo 100 pL de una soluctdn de dcido sulfiirico 2
N. La formacién de color fue medido mediante la determinacion de la absorbancia de la

muestra a 490 nm en un equipo lector de ELISA.
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2.2.44.3 Ensayos de Western-Blot

El analisis de sobrenadantes de microcultivos de hibridomas se realizé6 ademas por
medio de un ensayo de inmunoelectrotransferencia sobre membrana de nitrocelulosa. En
este ensayo se utilizé como antigeno un homogenado de células inducidas de E. coli con
pBHX. Se iniciéd con la separacién de dicho homogenado celular siguiendo el
procedimiento descrito en el punto 2.2.2.3.2 con algunas modificaciones, empleando 100
pg de proteina total en 200 pL. de amortiguador de muestra para electroforesis. La
separacion se llevé a cabo en un gel discontinuo de poliacrilamida de dimensiones de 8 cm
X 12 cm x 0.75 mm utilizando un gel separador de acrilamida al 12 % y un gel
concentrador de acrilamida al 4 %. El peine utilizado fue de un solo diente. La muestra se
calentd 5 min a 100°C en una placa de calentamiento y posteriormente se centrifugd a
16000 x g (14000 rpm) a temperatura ambiente durante 1 min en una microcentrifuga,
antes de cargarse en el gel. Se utiliz6 un marcador de peso molecular para proteinas
(Dalton Mark VII-L, Sigma) en el intervalo de 14 a 70 kDa, para la caracterizacién de la
banda de HGHr. La electroelucion del gel se realizd a un voltaje inicial de 100 volts hasta
que las muestras penetraron al gel concentrador 1 cm aproximadamente y posterionmente
un voltaje de 150 volts hasta la salida del colorante. Posteriormente, parte del gel de
separacion (aquél que contiene el marcador de peso molecular y la muestra) se tifié con la
técnica de Azul de Coomassie y el resto del gel que contenia la muestra se utilizé en la
electrotransferencia. Antes de iniciar ésta, tanto el gel como la membrana de nitrocelulosa
asi como el papel filtro, se impregnaron durante 15 min en amortiguador de
electrotransferencia. Esta se realiz6 sobre una membrana de nitrocelulosa de 0.45 yum en
un sistema de electrotransferencia semi-dryer (B/IORAD) durante 2 h a corriente
constante de 144 mA. Posteriormente, la membrana se colocd en un recipiente con
amortiguador PBS pH 7.4 con leche descremada (Sveltys) 5 % p/v durante 1 ha 37°Cy
agitacion constante a 50 rpm. En seguida, se eliminé la solucion anterior y la membrana

se lav6 con amortiguador PBS pH 7.4 con Tween 20 0.1 % v/v a temperatura ambiente y



58

agitacién constante a 50 rpm durante 10 min. El procedimiento de lavado se realiz tres
veces. La membrana se corté en tiras de 0.5 cm y se incubaron con 1 mL de
sobrenadantes sin diluir, suero del raton (dia 45) diluido 1:100 en leche descremada 1%
en TTBS pH 7.5 (control positivo) y suero del ratén (dia 0) diluido 1:100 en leche
descremada 1 % en TTBS pH 7.5 (control negativo) en una recipiente de multicanales
(BIORAD). La incubacién se realizé durante 2 h a temperatura ambiente y agitacion
constante a 50 rpm. En seguida, se elimind la solucién anterior y la membrana se lavo con
amortiguador PBS pH 7.4 con Tween 20 0.1 % v/v a temperatura ambiente y agitacion
constante a 50 rpm durante 10 min. El procedimiento de lavado se realiz6 cuatro veces.
Posteriormente, la membrana se sumergié en una solucién con el anticuerpo secundario
conjugado, el cual fue un suero policlonal anti-Ig's de raton desarrollado en conejo
conjugado a peroxidasa (Sigma) a una dilucién de 1:1000 en amortiguador PBS pH 7.4
con Tween 20 0.1 % v/v y leche descremada 1 % p/v. La incubacion con este anticuerpo
se realiz6 durante 2 h a temperatura ambiente y agitacién constante a 50 rpm. En seguida,
se elimin la solucién anterior y la membrana se lavé tres cuatro con amortiguador PBS
pH 7.4 con Tween 20 0.1 % v/v a temperatura ambiente y agitacion constante a 50 rpm
durante 10 min. La membrana posteriormente, se revel6 con 10 mL de una solucién
sustrato de 3,3-diaminobencidina (tetrahidroclururo) 0.5 mg/mL en TBS pH 7.5 y
perdxido de hidrégeno al 0.06 % (2 pL de solucion de peroxido de hidrégeno al 30 % por
mL de solucién de 3,3-diaminobencidina), hasta la aparicién de color en las tirillas. La
reaccidn se detuvo con una solucion de HCI 5 N en agua Milli-Q. Las tirillas se secaron

entre dos hojas de papel filtro.
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2.2.4.5 Clonacién de Hibridomas Productores de anti-HGHr

2.24.5.1 Ensayo de Clonacién a Dilucién Limitante

El ensayo de clonacién a dilucién limitante se realizé con los hibridos que
resultaron positivos para la produccién de anticuerpos anti-HGHr en los ensayos de
Western-Blot. Estos se sembraron en placas de microcultivo de 96 pozos de fondo en
"U" a una concentracion de 1 célula por pozo en 100 pL de medio DMEM y SBF 10 %
y se incubaron a 37°C en atmésfera himeda con CO; al 5 %. Los cultivos se revisaron
diariamente al invertoscopio en busca de proliferacién celular. Los cultivos en los que se
observé dicho crecimiento se les afiadié 100 pL de DMEM y SBF 10 %. Los
sobrenadantes de los pozos con proliferacién de méas de un 50 % de su superficie, se

recuperaron para su analisis posterior mediante Western-Blot.
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RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Biosintesis de HGHr en E. coli

3.1.1 Transformacién y Caracterizacion de la Clona de E. coli con pBHX

Los ensayos de transformacién de células calcio competentes de E. coli TB1 con el
plasmido pBHX, mostraron niveles en la eficiencia de transformacién de 1 x 104a 1 x
105 clonas por ng de ADN plasmidico. Por otro lado, el ADN plasmidico extraido a
partir de las clonas obtenidas mostrd valores de calidad de 1.9 a 2.0
{Abs260nm/abs280nm) con el método de extraccidn utilizado. Asi mismo, mostré ser de
gran utilidad para realizar las reacciones enziméaticas con las enzimas de restriccién
utilizadas en su caracterizacién.

Los resultados obtenidos de la caracterizacién con enzimas de restricciéon de una
clona recombinante de E. coli TBl con pBHX se muestran en la figura 11. La
caracterizacion enzimatica comprobé la identidad del plasmido recombinante al analizar
las diferentes digestiones realizadas sobre el ADN plasmidico extraido de la clona, las
cuales se sometieron a electroforesis en gel de agarosa al 1.6 % tefiido con una solucién de
bromuro de etidio y detectado bajo una fuente de luz UV a 254 nm. En el carril 6 de dicha
figura se muestra la forma superenrrollada de este plasmido (sin cortar). Por otro lado, el

corte de este con la enzima Hind III (carril 2) mostré un sitio Gnico en el plasmido, ya
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que se obtuvo s6lo un fragmento de 6.5 kpb. El corte enzimético con las enzimas Xho I +
Hind I1I (carril 2) permiti6 la obtencion de dos fragmentos de restriccion (5.6 y 0.9 kpb).
El fragmento de 0.9 kpb correspondié al tamario del ADNc de HGH insertado en dicho
plasmido. Asi también, se muestran en esta figura los fragmentos de restriccién obtenidos
del corte del plasmido con las enzimas Hinc II (carril 3), Xba I+Hind 111 (carril 4) y Ssp 1
(carril 5). El carril M corresponde al marcador de tamafio, que en este caso se utilizo al

bacteriéfago A cortado con la enzima BsfE II.

M1 23456

L S
1 HindIl | 65
= Xho LHind I | 56,09
i3 CHinelt | 20,13,12,10,06,04
iy - Xpal,Hind Il | 59,057
fi 8 spt | 6203
Hadly Lo U ds 4

M A+BstEN

Figura 11. Caracterizaciéon Enzimatica del Plismido pBHX. Este plasmido fue
extraido de una clona recombinante y fue digerido con las enzimas de
restriccion de la tabla de la derecha. Los fragmentos de restriccion esperados
se analizaron en un gel de agarosa al 1.6 % tefiido con bromuro de etidio
(fotografia de la izquierda).

El anilisis de los fragmentos de restriccion obtenidos permitid comprobar la
presencia de estos sitios de restriccion en el plasmido para las enzimas utilizadas, las
cuales fueron seleccionadas a partir de una region secuenciada de dicho pldsmido (Anexo

2). Con lo anterior se logro, corroborar la identidad del plasmido recombinante pBHX.
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3.1.2 Deteccién y Analisis de la Produccion de HGHr

El andlisis del sistema de expresion de E. coli-pBHX revel6 la produccion de la
HGHr. El analisis cualitativo de HGHr en dicho sistema se realizé mediante la técnica de

SDS-PAGE y deteccién por Western-Blot, los resultados se muestran en la figura 12.

NI I

kDa "w*q!u
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Figura 12. Analisis Cualitativo de HGHr en el Sistema de Expresién E. coli con
pBHX. A) Analisis del sistema de expresion por SDS-PAGE. En el gel se
muestran en los carriles M: marcador de peso molecular de proteinas, NI:
homogenado de células no inducidas y N: homogenado de células inducidas.
B) Andlisis por Western-Blot. En el papel de nitrocelulosa se muestran los
carriles NI: homogenado de células no inducidas y N: homogenado de células
inducidas.

La separacion de las proteinas en los homogenados celulares se realizé por SDS-
PAGE (Figura 12, A). La identificacion inicial de la banda de HGHr en el homogenado
bacteriano obtenido en el sistema de expresion, se realizé6 empleando una grafica
semilogaritmica de peso molecular contra distancia recorrida por los marcadores de peso
molecular de proteinas en el gel. En el homogenado de células inducidas del sistema de
expresion con pBHX (carril I), se observd una banda de coloracién intensa de
aproximadamente 22 kDa, la cual es mucho mas intensa que la correspondiente en el

homogenado de células no inducidas (carril NI). El peso molecular calculado para dicha
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banda corresponde al peso molecular de HGH madura (22 kDa), por lo tanto, se
caracterizé como la banda correspondiente a HGHr, ya que el sistema de expresion con
pBHX expresa la HGHr en forma de metionil-HGH y esta no difiere de la HGH madura
en relacion a su peso molecular. La recta de correlacién de logaritmo base 10 del peso
molecular y distancia recorrida por los marcadores mostré un coeficiente de correlacion
lineal (R2) de 0.989.

Posteriormente se comprobé la presencia de dicha banda con la deteccién
inmunolégica de la misma por Western-Blot (Figura 12, B). La deteccién inmunolégica
empleando un suero policlonal anti-HGH permiti6 corroborar la identidad de la banda de
22 kDa obtenida en el homogenado de células inducidas (I), como correspondiente a
HGHr.

El analisis cuantitativo del sistema de expresion se realizé mediante la combinacién
de la determinacién de proteinas totales y el analisis densitométrico en los homogenados

celulares. Los densitogramas obtenidos de dicho analisis se muestran en la figura 13.

NI I

Dens. Dens.

HGHr

Distancia de migracion Distancia de migracion

Figura 13. Analisis Densitométrico de HGHr en el Sistema de Expresion E. coli
con pBHX. NI) Densitograma del homogenado de células no inducidas y N)
Densitograma del homogenado de células inducidas. En este dltimo se
observa la presencia de un pico de alta densidad que correspondié a HGHr.

El densitograma correspondiente al homogenado de células inducidas (I) en este
sistema de expresion mostré un aumento en la altura del pico correspondiente a la banda

de HGHr en relacidn al densitograma obtenido del analisis del homogenado de células no
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inducidas (NI). El andlisis por densitometria de la intensidad de color de las bandas en los
homogenados celulares obtenidas en los geles de poliacrilamida mostré un porcentaje
relativo de la banda de HGHr mayor del 10 %.

Los resultados del anlisis cuantitativo de proteinas totales en los homogenados
bacterianos del sistema de expresion de E. coli pPBHX se muestran en la tabla IV. La recta
de calibraci6n utilizada en la determinacién de proteinas totales presentd una buena
correlacion con un R2 de 0.998. En la tabla anterior también se presentan los porcentajes
de HGHr y la cantidad de HGHr expresada en mg/L de cultivo (nivel de produccion). El
porcentaje de HGHr fue mayor del 10 % y €l nivel de produccién de HGHr fue mayor de
25 mg/L en este sistema de expresion. Todos los valores calculados representan el

promedio de tres ensayos realizados.

TablaIV. Anilisis de la Produccién de HGHr. La tabla muestra los niveles de
produccion de HGHr obtenidos en los ensayos de fermentacion del sistema
de expresion de E. coli con pBHX realizados con la metodologia del apartado
2.2.2.2. Los valores representan la media de los experimentos * su desviacion

estandar.
E. coli con pPBHX P.T. (mg/L)2 % HGHr b HGHr (mg/L) ¢
Células no inducidas 48+3 1.1£ 0.1 0.51+0.1
Células inducidas 264+ 10 11+1 28+3

a Protefnas totales determinadas por el método de Bradford, expresadas en mg/L de cultivo bacteriano
b Porcentaje de HGHr en los homogenados celulares obtenido por densitometria
¢ Nivel de produccién de HGHr expresado en mg/L de cultivo bacteriano

Los niveles de produccion de HGHr en el sistema de expresién de E. coli con
pBHX (28 mg/L) obtenidos con la metodologia del apartado 2.2.2.2 fueron mayores a los
reportados por Goeddel y colaboradores (2.4 mg/L) quienes sintetizaron por primera vez
la HGHr en el citoplasma de E. coli (19). En este ultimo caso, la biosintesis se realizé
bajo el control transcripcional del promotor Lac, un promotor de menor fuerza que el

promotor Tac utilizado en nuestro sistema de expresion. Asi también, estos niveles son
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mayores a los reportados por otros investigadores, en cuyos trabajos la biosintesis de
HGHr fue dirigida hacia el espacio periplasmico y/o el medio de cultivo (23, 24). A pesar
de ésto, estos 1ltimos trabajos ofrecen claras ventajas con respecto a la estabilidad de la

proteina y la simplificacién de los procesos de purificacion de la HGHr.

3.1.3 Evaluacién de la Influencia de Variables en el Proceso de
Fermentacion

Los resultados del estudio de la influencia de variables que pueden afectar el
proceso de fermentacion del sistema de E. coli con pBHX se muestran a continuacion.
Las variables estudiadas fueron la concentracion de glucosa en el medio de cultivo (%
Glc.), la densidad optica del cultivo bacteriano al inicio de la induccion (D.O.) y el
tiempo de induccidn (T.1.). La concentracién de IPTG se mantuvo constante en 1 mM en
todos estos ensayos. En la figura 14, se muestra una grafica con los niveles de produccion

obtenidos respecto al tiempo en cada uno de los ensayos de fermentacion evaluados.

——LB/0.5
HGHr —8—u1] B/0.4
(mg/L) —4—LBG/04

—seLBG/OS

Tiempo (h)

Figura 14. Influencia de las Variables de Fermentacién sobre la Produccién de
HGHTr. Produccion de HGHr (mg/L) respecto al tiempo en cada uno de los
ensayos de fermentacién evaluados. Los puntos representan la media de
tres ensayos. Los coeficientes de variacién fueron menores del 20%.
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Esta grafica muestra la influencia de estas variables sobre los niveles de produccién
de HGHr. El empleo de una densidad dptica del cultivo bacteriano de 0.5 al inicio de la
induccion, permiti6 obtener un mayor nivel de produccién de HGHr, a diferencia de
utilizar un valor de 0.4. En este caso dicha influencia se observé a tiempos de induccién
de 3 y 5 h. La ausencia de la glucosa en el medio de cultivo al tiempo de induccién de 3 h
incrementd el mvel de produccién de HGHr, sin embargo a un tiempo de induccién de S h
su presencia permitié un mayor nivel de produccion. Esta influencia fue similar para los
ensayos en donde se emplearon valores de 0.4 y 0.5 de densidad dptica al inicio de la
induccién. En el caso de la influencia del tiempo de induccién sobre la produccién de
HGHr, fue variable para los tiempos evaluados. Sin embargo, se pudo observar un
incremento en el nivel de produccién HGHr proporcional al tiempo en los ensayos
evaluados en presencia de glucosa.

En la figura 15 se muestra una grafica con los valores del porcentaje relativo de

HGHr obtenidos respecto al tiempo en cada uno de los ensayos de fermentaci6n

evaluados.
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Figura 15. Influencia de las Variables de Fermentacién sobre el Porcentaje
Relativo de HGHr. Porcentaje relativo de HGHr obtenido en los
homogenados celulares respecto al tiempo en cada uno de los ensayos de
fermentacion evaluados. Los puntos representan la media de tres ensayos.
Los coeficientes de variacién fueron menores del 20%.
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Esta grafica muestra la influencia de estas variables sobre el porcentaje relativo de
HGHr. El empleo de una densidad optica del cultivo bacteriano de 0.5 al inicio de la
induccién, permitié6 obtener un mayor porcentaje relativo de HGHr a diferencia de
utilizar un valor de 0.4. En este caso dicha influencia se observé a tiempos de induccién
de 3 y 5 hen presencia y ausencia de glucosa en el medio de cultivo. La presencia de la
glucosa en el medio de cultivo disminuyd el porcentaje de HGHr a tiempos de induccion
de 3 y 5 h. Esta influencia fue similar para los ensayos en donde se emplearon valores de
0.4 y 0.5 de densidad 6ptica al inicio de la induccién. El aumento en el tiempo de
induccion provoco un incremento en el porcentaje de HGHr en los ensayos en ausencia
de glucosa.

Todos estos datos nos indican que la influencia de estas variables sobre la
produccion y el porcentaje de HGHr, depende de las diferentes combinaciones de las
mismas. Por otro lado, se observé un incremento en el contenido de proteinas totales de
los homogenados celulares respecto al tiempo de induccién (datos no mostrados), lo cual
indicé un aumento de la masa celular bacteriana respecto al tiempo, este incremento fue
ligeramente mayor en presencia de glucosa. Estos datos sugirieron que la presencia de
glucosa en el medio de cultivo a lo largo de la fermentacion (de 2 a 5 h) provoco un
incremento en el contenido de proteinas totales. Por el contrario, su presencia provocd
que el porcentaje relativo de HGHr permaneciera casi constante después de las 2 h, pero
en ausencia de la misma se observé un incremento del mismo a lo largo del tiempo. Por
tal motivo, los niveles de produccion de HGHr ligeramente mayores a las 5 h en
presencia de glucosa son debidos principalmente a un incremento en ¢l contenido de
proteinas totales a pesar de que el porcentaje relativo de HGHr sea menor.

Los resultados estadisticos de la evaluacion de la influencia de las variables en la
fermentacion obtenidos mediante el analisis de los valores de produccién (mg/L de

cultivo) y de porcentajes relativos de HGHr, empleando una prueba ¢ de Student para
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analizar diferencias significativas entre parejas de puntos con diferencias en una variable,
se resumen en la tabla V.

Los resultados del anlisis de regresion lineal multiple para conocer la influencia de
cada una de las variables en el proceso de fermentacién mostraron que existe una
influencia importante de T.I (p=7x 107), % Gle. (p=2 x 10%) y D.O. (p = 6 x 10)
en orden decreciente sobre los niveles de produccion de HGHr. Estos datos se
obtuvieron comparando los valores de p obtenidos para cada una de las variables, y
sugieren que los niveles de produccién dependen principalmente de la presencia del
inductor (IPTG) en el sistema de expresién. Por otro lado, también son influenciados en
menor grado por el aumento de la masa celular bacteriana a lo largo del tiempo que puede
ser favorecida por la presencia de glucosa en el cultivo bacteriano. Asi también, la
densidad dptica al inicio de la induccién mostr6 cierta influencia, con lo cual se llegd ala
conclusion de que los niveles de produccion pueden ser incrementados mediante la
combinacién de valores para las diferentes variables y lograr asi, la obtencién de un valor

6ptimo en el nivel de produccién de la proteina recombinante.

Tabla V. Anilisis de ¢ de Student de la influencia de variables en la Biosintesis
de HGHr. La tabla muestra los resultados estadisticos de la evaluacion de la
influencia de las variables en la fermentacion del sistema de expresién de E.
coli con pBHX. Se muestra en donde SI existe influencia de cada variable en
base a las diferencias significativas encontradas entre parejas de puntos con
diferencias en una variable. El estudio estadistico empled un valor de o =

0.05.
Variable HGHr (mg/L) % HGHr
% Glc Si Si (exceptoa 2 h)
D.O. Si Si (exceptoa 2 h)
T.IL Si Si

% Glc.  Concentracion de glucosa en el medio de cultivo
D.O. Densidad 6ptica medida a 600 nm en el cultivo bacteriano al inicio de la induccion
T.L Tiempo de induccién
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El mayor nivel de produccién de HGHr (38 mg/L de cultivo bacteriano) se alcanzd
realizando la fermentacién a una D.O. al inicio de la induccién de 0.5, en medio LBG
durante 5 h, y en presencia de IPTG 1 mM. Por otro lado, las condiciones de
fermentacion que permitieron un mayor porcentaje de HGHr (25 %) fueron una D.O. al
inicio de la induccién de 0.5, en medio LB durante 5 h de induccién y con IPTG | mM.
Las condiciones de fermentaci6n de este (iltimo ensayo se utilizaron para la obtencién del
extracto bacteriano enriquecido con HGHr, con la excepcién del tiempo de induccion, el
cual fue de 6 h con el fin de poder obtener un mayor porcentaje relativo de la proteina

recombinante.

3.2 Biosintesis de HGH-MBPr en E. coli

3.2.1 Transformacién y Caracterizaciéon de la Clona de E. coli con
pMALchGH22K

Al igual que en el sistema de expresion de E. coli con pBHX, los resultados en los
ensayos de transformacion de células calcio competentes de E. coli TB1 con el plasmido
PMALchGH22K, mostraron niveles en la eficiencia de transformaciénde 1 x 104a 1 x
103 clonas por ng de ADN plasmidico. Asi también, el ADN plasmidico extraido a partir
de las clonas obtenidas mostré valores de calidad de 1.9 a 2.0 (Abs260/Abs280), ademas
de ser de gran utilidad para realizar las reacciones enzimiticas con las enzimas de
restriccion utilizadas en su caracterizacion.

Los resultados obtenidos de la caracterizacién con enzimas de restriccién de una
clona recombinante de E. coli TB1 con pMALchGH22K se muestran en la figura 16. La
caracterizacién enzimatica comprobé la identidad del plasmido recombinante al analizar
las diferentes digestiones realizadas sobre el ADN plasmidico extraido de la clona, las

cuales se sometieron a electroforesis en gel de agarosa al 0.8 % tefiido con una solucién de
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bromuro de etidio y detectado bajo una fuente de luz UV a 254 nm. En el carril 1 de dicha
figura se muestra la forma superenrrollada de este plasmido (sin cortar). Por otro lado, el
corte de este con la enzima Hind III (carril 2) mostrd un sitio Unico en el plasmido ya que
se obtuvo sélo un fragmento de 6.5 kpb. El corte enzimético con las enzimas Xba Il y
Hind 11 (carril 3) permiti6 la obtencion de dos fragmentos de restriccidn (5.6 y 0.9 kpb).
El fragmento de 0.57 kpb corresponde al ADNc de HGH insertado en dicho plismido.
Asi también, se muestran en esta figura los fragmentos de restriccion obtenidos del corte
del plasmido con las enzimas BamH I-Hind 111 (carril 4), Pvu Il (carril 5) y ApalL I (carril
6). El carril M1 corresponde al marcador de tamafio, que en este caso corresponde al
bacteriéfago A cortado con las enzimas EcoR I-Hind IIl y el carril M2 al plasmido

pBR322 cortado con la enzima Msp 1.

Mil 2 3 45 6 M2

Carril Enzima Fragmentos (kpb)
1 Sin cortar
2 Hind III 6.6
3 Xba I, Hind 111 6.1,057
4 BamH 1, Hind 111 6.0, 0.6
5 Pl 2.6,1.67,1.61,04,0.1
(1 ApaL I 28,1.3,1.25,08, 05

M1 A +EcoRI, Hind I
M2 pBR322+ Mspl

Figura 16. Caracterizacién Enzimatica del Plismido pMALchGH22K. Este
plasmido fue extraido de una clona recombinante y fue digerido con las
enzimas de restriccion indicadas en la tabla de la derecha. Los productos de
restriccién se analizaron por electroforesis en gel de agarosa al 0.8 % tefiido
con bromuro de etidio (fotografia de la izquierda).

El andlisis de los fragmentos de restriccion obtenidos permitié comprobar la
presencia de estos sitios de restriccidn en el plasmido para las enzimas utilizadas, las
cuales fueron seleccionadas a partir del mapa de restriccion de dicho plasmido (Anexo).
Con lo anterior se logré, corroborar la identidad del pladsmido recombinante

pMALchGH22K.
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3.2.2 Deteccién y Analisis de la Produccion de HGH-MBPr

Los resultados del analisis del sistema de expresion de E. coli pMALchGH22K
revelaron la produccién de la HGH-MBPr. El anélisis cualitativo d¢ HGH-MBPr en
dicho sistema se realiz6 mediante la técnica de SDS-PAGE y deteccion por Western-

Blot, los resultados se muestran en la figura 17.
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Figura 17. Anailisis Cualitativo de HGH-MBPr en el Sistema de Expresion E.
coli con pMALchGH22K. A) Analisis del sistema de expresion por SDS-
PAGE. En el gel se muestran en los carriles M: marcador de peso molecular
de proteinas, NI: homogenado de células no inducidas y N: homogenado de
células inducidas. B) Analisis por Western-Blot. En el papel de
nitrocelulosa se muestran los carriles NI: homogenado de células no
inducidas y N: homogenado de células inducidas.

La separacion de las proteinas en los homogenados celulares se realizé por SDS-
PAGE (Figura 17, A). La identificacién inicial de la banda de HGH-MBPr en el
homogenado bacteriano obtenido en el sistema de expresion, se realizé empleando una
grafica semilogaritmica de peso molecular contra distancia recorrida por los marcadores
de peso molecular de proteinas en el gel. En el homogenado de bacterias con
pMALchGH22K inducidas (carril I), se identificé una banda de aproximadamente 65

kDa, la cual presenté intensidad mucho mayor que la banda correspondiente en el
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homogenado de células no inducidas (carril NI). Dicha banda se identificé como la
proteina de fusidbn HGH-MBPr producida por este sistema, ya que corresponde a la
suma de los pesos moleculares de la HHGII (22 kDa) y de la proteina de unién a maltosa
(MBP) de 43 kDa; el peso molccular calculado para dicha banda corresponde en efecto al
peso molecular de HGI-MBPr (65 kDa). La recta de correlacién de logaritmo decimal
del peso molecular y distancia recorrida por los marcadores mostré un coeficiente de
coﬁelacién lineal (R?) de 0.991.

Posteriormente se comprobd la presencia de dicha banda con la deteccién
inmunolégica de la misma por Western-Blot (Figura 17, B). La deteccién inmunoldgica
empleando un suero policlonal anti-lHIGH permitié coitroborar la identidad de la banda de
65 kDa obtenida en el homogenado de células inducidas (I), como correspondiente a la
HGH-MBPr.

El analisis cuantitativo del sistema de expresion se realiz0 mediante la combinacion
de la determinacidn de proteinas totalcs y el anilisis densitométrico en los homogenados

celulares. Los densitogramas obtenidos de dicho anélisis se muestran en la figura 18.
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Figura 18. Anilisis Densitométrico de HGH-MBPr en el Sistema de Expresion
E. coli con pMALchGH22K. NI) Densitograma del homogenado de células
no inducidas y N) Densitograma del homogenado de células inducidas. En
este Ultimo se observa la presencia de un pico de alta densidad que
correspondio a 1HHGEH-MDBPr.
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El densitograma correspondiente al homogenado de células inducidas (I) mostré un
aumento en la altura del pico correspondiente a la banda d¢e HGH-MBPr, en relacién al
densitograma obtenido del andlisis del homogenado de células no inducidas (NI). El
andlisis por densitometria de la intensidad de color (densidad) de las bandas en los
homogenados celulares obtenidas en los geles de poliacrilamida mostré un porcentaje
relativo de la banda de HGH-MBPr mayor del 14 %.

Los resultados del andlisis cuantitativo de proteinas totales en los homogenados
bacterianos del sistema de expresion de E. coli pMALchGH22K se muestran en la tabla
VI. La recta de calibracidn utilizada en la determinacion de proteinas totales present6 una
buena correlacién con un R2 de 0.998. En la tabla anterior también se presentan los
porcentajes de HGH-MBPr y la cantidad de HGH-MBPr producida en mg/L de cultivo
(niveles de produccién). El porcentaje de HGH-MBPr fue mayor del 14 % y su nivel de
produccion fue mayor de 40 mg/L. Todos los valores calculados representan el promedio

de tres ensayos realizados.

Tabla VI. Analisis de la Produccion de HGH-MBPr. La tabla muestra los niveles de
produccién de HGHr obtenidos en los ensayos de fermentacion del sistema
de expresion de E. coli con pMALchGH22K realizados con la metodologia
del apartado 2.2.2.2. Los valores representan la media de los experimentos £

su desviacion estandar.
E. coli con HGH-MBPr
pMALchGH22K P.T. (mg/L) 2 % HGH-MBPrb (mg/L) ¢
Células no inducidas 45138 1.1£ 0.1 05+0.1
Células inducidas 306+ 18 15+1 4616

a Proteinas totales determinadas por €l método de Bradford, expresadas en mg/L de cultivo bacteriano
b Porcentaje de HGH-MBPr en los homogenados celulares obtenido por densitometria
¢ Nivel de produccién de HGH-MBPr expresado en mg/L de cultivo bacteriano

La niveles de produccion de HGH-MBPr en el sistema de expresion de E.coli con
pMALchGH22K (46 mg/L) obtenidos con la metodologia del apartado 2.2.2.2 fueron

ligeramente mayores a los obtenidos para el sistema con pBHX. Sin embargo, la HGHr
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de la proteina de fusién expresada por pMALchGH22K, solo representa una tercera
parte de la misma. Por lo tanto, el rendimiento real de HGHr es menor. A pesar de esto,
el sistema de expresién con pMALchGH22K permite la purificacién rapida de la HGH-
MBPr en forma de cuerpos de inclusién y posteriormente la liberacion de la HGHr de la

proteina de fusiéon mediante digestion enzimdtica.

323 Evaluacién de la Influencia de Variables en el Proceso de
Fermentacion

Los resultados del estudio de la influencia de variables que pueden afectar el
proceso de fermentacion del sistema de E. coli con pMALchGH22K se muestran a
continuacion. Las variables estudiadas fueron la concentracién de glucosa en el medio de
cultivo (% Glc.), la densidad optica del cultivo bacteriano al inicio de la induccién (D.O.)
y el tiempo de induccion (T.1.). La concentracion de IPTG se mantuvo constante en 1
mM en todos estos ensayos. En la figura 19, se muestra una grafica con los niveles de

produccidn obtenidos respecto al tiempo en cada uno de los ensayos de fermentacién

evaluados.

HGH-MBPr
(mg/L)

Tiempo (h)

Figura 19. Influencia de las Variables de Fermentacién sobre la Producciéon de
HGH-MBPr. Producciéon de HGH-MBPr (mg/L) respecto al tiempo en
cada uno de los ensayos de fermentacién evaluados. Los puntos representan
la media de tres ensayos. Los coeficientes de variacién fueron menores del
20%.
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Esta grafica muestra la influencia de estas variables sobre los niveles de produccion
de HGH-MBPr. El empleo de una densidad dptica del cultivo bacteriano de 0.5 al inicio
de la inducci6én, permitié obtener una mayor nivel de produccién de HGH-MBPr a
diferencia de utilizar un valor de 0.4. En este caso dicha influencia se observé a tiempos
de induccidn de 3 y 5 h s6lo en ausencia de glucosa. La presencia de glucosa en el medio
de cultivo a tiempos de induccién de 3 y 5 horas disminuyé el nivel de produccion de
HGH-MBPr. Esta influencia fue similar para los ensayos en donde se emplearon valores
de 0.4 y 0.5 de densidad 6ptica al inicio de la induccion. El aumento del tiempo de
induccion increment6 el nivel de produccion de HGH-MBPr en presencia y ausencia de
glucosa en el medio de cultivo.

En la figura 20 se muestra una grafica con los valores del porcentaje relativo de
HGH-MBPr obtenidos respecto al tiempo en cada uno de los ensayos de fermentacién

evaluados.

—o—LB/0O4
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Figura 20. Influencia de las Variables de Fermentacion sobre el Porcentaje
Relativo de HGH-MBPr. Porcentaje relativo dc HGH-MBPr obtenido en
los homogenados celulares respecto al tiempo en cada uno de los ensayos de
fermentacién evaluados. Los puntos representan la media de tres ensayos.
Los coeficientes de variacion fueron menores del 20%.

Esta grafica muestra la influencia de estas variables sobre el porcentaje relativo de

HGH-MBPr. El empleo de una densidad 6ptica del cultivo bacteriano de 0.5 al inicio de
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la induccion, permitié obtener un mayor porcentaje relativo de HGH-MBPr, a diferencia
de utilizar un valor de 0.4. Esta influencia se observ solo a los tiempos de induccién de
2 y 3 h en ausencia de glucosa en el medio de cultivo. La presencia de la glucosa en el
medio de cultivo disminuy6 el porcentaje de HGH-MBPr al tiempo de induccién de 3 h.
Un aumento en el tiempo de induccién provoco incremento sobre el porcentaje de HGH-
MBPr, en los ensayos en ausencia de glucosa a 2 y 3 h de induccién.

Todos estos datos nos indican que al igual que en el sistema de E. coli con pBHX,
la influencia de estas variables sobre la produccion y el porcentaje d¢ HGH-MBPr,
depende de las diferentes combinaciones de las mismas. Por otro lado, se observé un
incremento en el contenido de proteinas totales de los homogenados celulares respecto al
tiempo de induccidn (datos no mostrados), lo cual indic6 un aumento de la masa celular
bacteriana respecto al tiempo. Dicho incremento fue ligeramente mayor en ausencia de
glucosa. Estos datos sugieren que la glucosa en el medio de cultivo a lo largo de la
fermentacion (de 2 a 5 h) presenté un menor efecto sobre el aumento en el contenido de
proteinas totales, es decir, sobre la masa celular bacteriana. Por otro lado, en presencia de
glucosa tuvo una menor influencia sobre el incremento del porcentaje relativo de HGH-
MBPr.

Los resultados estadisticos de la evaluacion de la influencia de las variables en la
fermentacidn obtenidos mediante el andlisis de los valores de produccién (mg/L de
cultivo) y de porcentajes relativos d¢ HGH-MBPr, empleando una prueba ¢ de Student
para analizar diferencias significativas entre parejas de puntos con diferencias en una
variable, se resumen en la tabla VII.

Los resultados del andlisis de regresion lineal multiple para conocer la influencia de
cada una de las variables en el proceso de fermentacién mostraron que existe una
influencia importante de T.I (p=9x 107), % G. (p =3 x 10%) y D.O. (p =4 x 107} en
orden decreciente sobre los niveles de produccién de HGHr. Estos datos se obtuvieron

comparando los valores de p obtenidos para cada una de las vanables. Estos datos
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sugieren que los niveles de produccién dependen principalmente de la concentracién del
inductor (IPTG) en el sistema de expresién. Por otro lado, también son influenciados en
menor grado por el aumento de la masa celular bacteriana a lo largo del tiempo. Asi
también, la densidad dptica al inicio de la induccién mostré cierta influencia, con lo cual
se llegd a la conclusidn de que los niveles de produccion pueden ser incrementados
mediante la combinacién de valores para las diferentes variables y lograr asi, la obtenciéﬁ

de un nivel de produccién 6ptimo de la proteina recombinante.

Tabla VII.  Anélisis de ¢ de Student en la Biosintesis de HGH-MBPr. La tabla
muestra los resultados estadisticos de la evaluacién de la influencia de las
variables en la fermentacién del sistema de expresion de E. coli con
pMALchGH22K. Se muestra en donde SI existe influencia de cada variable
en base a las diferencias significativas encontradas entre parejas de puntos
con diferencias en una variable. El estudio estadistico empleo un valor de a =

0.05.
Variable HGH-MBPr (mg/L) % HGH-MBPr
% Glc Si Si
D.O. Si Si
TL Sj Si

% Gic. Concentracion de glucosa en €l medio de cultivo
D.O. Densidad 6éptica medida a 600 nm en el cultivo bacteriano al inicio de la induccién
T.L Tiempo de induccién

El mayor nivel de produccion de HGH-MBPr (60 mg/L de cultivo bacteriano) en
estos ensayos se alcanz6 realizando la fermentacion del sistema de expresion a una D.O.
al inicio de la induccién de 0.5 en medio LB durante S h y en presencia de IPTG 1 mM.
Por otro lado, las condiciones de fermentacién que permitieron un mayor porcentaje de
HGHr (25 %.) fueron una D.O al inicio de la induccion de 0.5, en medio LB durante 3 h
de induccién y con IPTG | mM. Las condiciones de este Gltimo ensayo se utilizaron

para la obtencion del extracto enriquecido con HGH-MBPr.
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3.3 Aislamiento de HGH-MBPr y Aislamiento y Purificacion de HGHr

3.3.1 Analisis del Extracto Enriquecido con HGH-MBPr y del Extracto
Enriquecido con HGHr

En la figura 21 se muestra el gel obtenido del analisis de los extractos enriquecidos

de HGH-MBPr y HGHr.
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Figura 21 Anilisis por SDS-PAGE de los Extractos Enriquecidos de HGH-MBPr
y HGHr. Se muestra en el carril M el marcador de peso molecular de
proteinas, en el carril 1 el extracto enriquecido con HGH-MBPr y en el
carril 2 el extracto enriquecido de HGHr.

En el extracto enriquecido con HGH-MBPr obtenido se observé una banda de
aproximadamente 65 kDa que correspondid a HGH-MBPr. El anélisis densitométrico del
gel de electroforesis mostr6 que dicha banda representa un 41 % respecto a las proteinas
totales, ademas que durante el proceso de enriquecimiento se eliminaron algunas otras
proteinas (ver figura 22, 1).

Se observé con la precipitacion de la fraccién soluble del homogenado de células
inducidas del sistema de expresion de E. coli con pBHX, con sulfato de amonio al 20 %
de saturacién, una banda de aproximadamente 22 kDa que correspondié a HGHr. El

andlisis densitométrico del gel de electroforesis mostr6 que dicha banda representa un 43



79

% respecto a las proteinas totales, lo cual demostrd que dicha precipitacion elimind
algunas otras proteinas (ver figura 22, 2). Esto represent6 la obtencion de una muestra
mas adecuada para la purificacion.

En la figura 22 se muestran los densitogramas obtenidos del anilisis de ambos

extractos enriquecidos.
1 2
Dens. Dens.
B o
HGH-MBFr> o
Distancia de migracién Distancia de migracién

Figura 22 Analisis Densitométrico de los Extractos Enriquecidos de HGH-MBPr
y HGHr. Se muestra en el carril 1 el extracto enriquecido con un 41 % de
HGH-MBPry en el carril 2 el extracto enriquecido con un 43 % de HGHr.

3.3.2 Identificacién de HGHr por CLAR-FR

Los cromatogramas obtenidos del analisis por CLAR-FR de los homogenados de
células no inducidas e inducidas se muestran en la figura 23.

Los cromatogramas mostrados en dicha figura corresponden al canal de deteccion a
215 nm. La comparacién de ambos cromatogramas permitié identificar el pico
correspondiente a HGHr (tg = 13.2 min), el cual aparece en las células inducidas y no se
observa en las células no inducidas. Esta identificacién indirecta de HGHr fue
posteriormente comprobada mediante un andlisis de ELISA para HGHr de la fraccion
recolectada correspondiente al pico cromatogréfico. Por otro lado, se puede observar que

el pico de HGHr presenta una buena resolucidn respecto a los otros picos observados,
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ademds de ser simétrico y agudo. La aparicién del pico a 13.2 min con el empleo del
gradiente en la fase mévil, indica una alta hidrofobicidad de la HGHr respecto a los otros
componentes de la muestra. Por otro lado, se calculd el nimero de platos tedricos de este
pico cromatografico y su valor fue de 156593, el cual representa un nimero grande e

indica una muy alta eficiencia en la columna y por lo tanto una buena separacion.
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Figura 23. Anilisis Cromatogrifico del Sistema de Expresién de E. coli con
pBHX. Cromatogramas correspondientes al andlisis de la fraccion soluble de
los homogenados de células no inducidas e inducidas por CLAR-FR con
deteccidn a 215 nm. La comparacién del perfil cromatografico obtenido en
ambos cromatogramas permitié la identificacién del pico correspondiente a
HGHr (tg = 13.2 min) en el homogenado de células inducidas.

Un detalle importante de sefialar, es la identificacion de un pico cromatografico a un
tr de 6.1 min en el homogenado de células inducidas, el cual se recolecté y analizd por
ELISA contra HGH. Dicho pico mostré reaccién positiva con esta técnica, por lo cual
podria ser una variante de HGHr producto de la manipulacién de dicha muestra durante

el proceso de analisis. El anlisis por CLAR del homogenado celular obtenido en ausencia
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de p-mercaptoetanol no mostrd la presencia de este pico, por lo tanto, podria tratarse de
una forma de tipo "clip" de HGHr, producto de un rompimiento proteolitico sobre

HGHr.

3.3.3 Anilisis Cromatogrifico del Extracto Enriquecido con HGHr por
CLAR-FR

El cromatograma obtenido del andlisis del extracto enriquecido por CLAR-FR se

muestra en la figura 24.
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Figura 24, Anilisis Cromatogrifico del Extracto Enriquecido con HGHr.
Cromatograma correspondiente a el extracto enriquecido con HGHr
obtenido por anélisis de CLAR-FR con deteccién a 215 nm. Se observé una
disminucion franca de otros componentes en la matriz. Ademas, el pico de
HGHr es simétrico, agudo y se observé resuelto de los otros componentes.
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En dicho cromatograma se observé el pico cromatogrifico de 13.2 min
correspondiente a HGHr, con caracteristicas similares al obtenido a partir del
homogenado de células inducidas. Ademas, se observé una disminucién en los otros

componentes de la muestra. Este pico fue recolectado de forma manual para su posterior

analisis.

3.3.4 Evaluacion de la Purificacion

Los resultados de la evaluacion del proceso de purificaciéon de HGHr a partir de un
sistema de expresion bacteriano, se muestran en la tabla VIII.

Tabla VIII. Evaluacién de la Purificacion de HGHr. Se muestran las diferentes
etapas de la purificacion de HGHr y los parametros evaluados en cada una

de ellas.

Etapa P.T.(ug) HGHr(ug) %HGHr Purificacion* Recuperacion (%)

HC 10130 2373 23.4 1.0 100
FS 8380 1123 13.4 0.6 47
EE 716 313 43.7 1.9 13
FP 17 15 92.4 3.9 0.7

HC: Homogenado Celular, FS: Fraccién Soluble, EE: Extracto Enriquecido, FP: Fraccién Purificada.
P.T.: Cantidad de proteina total. % HGHI: indica la pureza determinada por anélisis densitométrico.
*: El valor indica cuantas veces mejoré la pureza de HGHr obtenida en cada etapa respecto a la primera.

En dicha tabla se muestran los valores de proteinas totales determinados por
Bradford, el porcentaje de HGHr obtenido por densitometria y el célculo de la cantidad
de HGHr determinada por la férmula del apartade 2.2.2.3.3. El proceso de purificacién
mostrd una recuperacion final de 0.7 % de HGHr. Por otro lado, el porcentaje de HGHr

en las muestras (pureza) aumentd desde un 23 % hasta un 92 %, lo cual representé un
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aumento de 4 veces mas el valor inictal en la purificacion de HGHr . Por otro lado, el
rendimiento final del proceso de purificacion fue de 150 pg/L de cultivo bacteriano.

Los resultados de la evaluacion de la etapa cromatogréfica de purificacién de HGHr
empleando la CLAR-FR se muestran en la tabla IX. En dicha tabla se muestran los
valores de proteinas totales determinados por Bradford, el porcentaje de HGHr cbtenido
por densitometria y el célculo de la cantidad de HGHr determinada por la férmula del
apartado 2.2.2.3.3. Ademas se muestra la determinacién de la cantidad de HGHr obtenida
por el ensayo de ELISA correspondientes a las muestras antes y después de la

purificacion por CLAR-FR.

Tabla IX. Evaluacién de la Etapa Cromatogrifica en la Purificacion de HGHr. Se
muestran los parametros evaluados en la etapa cromatogréifica de la
purificacion de HGHr mediante CLAR-FR. Comparacién entre la
combinacién del anélisis de proteinas totales y densitometria y el analisis de
HGHr mediante ELISA.

Etapa  P.T.(ug) % HGHr HGHr(ug) HGHr (ng)* Recuperacion (%)

EE 716 43.7 313

FP 17 92.4 15 49
EE 126

FP 6 4.8

EE: Extracto Enriquecido, FP: Fraccién Purificada
P.T.: Cantidad de proteina total. % HGHr: indica la pureza determinada por anélisis densitométrico
*: Cantidad de HGHr determinada por ELISA

Los resultados de la tabla muestran un valor de 4.9 % de recuperaciéon de HGHr en
la etapa cromatografica, determinada por ambas estrategias. Dicho valor bajo influy en
el rendimiento total de la purificacién. Sin embargo, la evaluacién de la pureza de HGHr
determinada por densitometria en las fracciones antes y después de la etapa
cromatografica aument6 de un 42 % a un 90 %.

Los resultados obtenidos en la determinacion de HGHr por ELISA difieren de

manera importante respecto al valor calculado de HGHr mediante proteina totales y %
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de HGHr. Lo anterior, puede deberse a una degradacién parcial de la proteina (post-
recoleccion), especificamente durante el paso de eliminacién de la fase mévil. El hecho de
una probable descomposicion de la HGHr, se apoyd en ciertos hallazgos experimentales
realizados con la fraccion purificada, la cual al ser sometida a analisis por métodos
inmunolégicos como el ELISA e inmunodot mostr6 baja reactividad. Ademas, con el
andlisis de la muestra por SDS-PAGE vy tincidén con Azul de Coomassie no se logrd
observar una banda definida de 22 kDa. Sin embargo, con el empleo de un método de
tincidn con plata se logrd observar una banda muy difusa de alrededor de 22 kDa. Por
iltimo, la muestra purificada se analizé6 nuevamente por CLAR-FR y se encontré la
aparicion de algunos picos cromatograficos con tiempos de retencion muy cercanos al
pico de HGHr, asimétricos, anchos con colas y muy poco resueltos entre si. El pico de
HGHr apareci6 al tiempo de retenci6n esperado, sin embargo su altura fue muy pequeiia
respecto a los nuevos picos cromatograficos encontrados. Los resultados anteriores no se
muestran en este trabajo.

Es importante sefialar que la recuperacioén y el rendimiento en la purificacién de una
proteina, depende de manera importante de las propiedades estructurales y
fisicoquimicas de las mismas, En el caso del analisis de la recuperacién de HGHr por
medio de CLAR-FR se han descrito rendimientos altos, sin embargo, han sido descritos

rendimiento bajos parecidos a los encontrados en este trabajo.

3.4 Produccién de Anticuerpos Monoclonales anti-HGHr

3.4.1 Evaluacién de la Respuesta de Anticuerpos contra HGHr

La respuesta de anticuerpos anti-HGHr en ratones BALB/c se muestra en la figura

25. Se analiz el suero de los ratones diluido 1:100 a los 0, 15, 30 y 45 dias por ELISA.
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Los resultados muestran un aumento en el contenido de anticuerpos en el suero a lo largo
del tiempo con el esquema de inmunizacién utilizado. Por tal motivo, dichos ratones

fueron adecuados para la extraccion del bazo utilizado en los ensayos de fusion celular.,

0 20 40 60

Tiempo (dias)

Figura 25 Evaluacion de la Respuesta de Anticuerpos anti-HGHr en Ratones
BALB/c. Los puntos representan ¢l promedio del anélisis de 5 ratones
inmunizados. Se muestran los valores de absorbancia obtenidos por ELISA
correspondientes a los sueros diluidos 1:100, analizados a los 0, 15, 30 y 45
dias.

Por otro lado, se realizd el analisis de HGHr en los sueros mediante varias técnicas
como ELISA, Inmunodot y Western-Blot. En la tabla X se muestran dichos resultados.

Se sefiala el titulo mas alto obtenido para los sueros del dia 45 en cada una de las técnicas.

Tabla X Titulo de anticuerpos anti-HGHr séricos en ratones BALB/c. Se muestra
el titulo obtenido por diferentes técnicas de andlisis. El sucro analizado fue el

de los 45 dias.
Técnica de Analisis Titulo de Anticuerpos
ELISA 1:10002
Inmunodot 1:700b
Western-Blot 1.2000¢

a: HGH como antigeno
b: Fraccién soluble con HGHr obtenida a partir de un homogenado bacteriano
¢: Homogenado de células inducidas de E. coli pPBHX con HGHr
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Estos resultados muestran el titulo de anticuerpos al cual aiin se observa sefial
positiva a la presencia de anti-HGHr en cada una de las técnicas evaluadas. En el caso del
andlisis por ELISA se consideré como sefial positiva valores de absorbancia por arriba de
0.2, por otro lado, tanto en el andlisis por Inmunodot y Western-Blot se considerd sefial
positiva la presencia de una mancha de mayor intensidad que el control negativo (suero 0

dias).

3.4.2 Sensibilidad a Aminopterina de las Lineas Celulares

La determinacion de la sensibilidad se realizé utilizando una prueba estadistica de ¢
de Student para comparar los ensayos en presencia y ausencia de aminopterina buscando
diferencias significativas entre ambos con un valor de o = 0.05. Estos estudios
estadisticos mostraron diferencias significativas a los 24, 48, 72 y 96 dias con valores de
p menores de 0.05.

Los resultados de la evaluacién de la sensibilidad de la linea celular de mieloma

murino P3X63Ag8U.1 a aminopterina se muestran en la figura 26.
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Figura 26 Sensibilidad a Aminopterina de la Linea Celular P3X63Ag8U.1. Las
graficas muestran la sensibilidad a aminopterina determinando la
proliferacién celular (A) y determinando la viabilidad celular (B). Los



87
valores representan la media de tres ensayos. (*: el valor de eje y se

multiplica por 1 x 106).

Los resultados de la evaluacién de la sensibilidad a aminopterina de las linea celular

de mieloma murino P3X63A¢8.653 se muestran en la figura 27.

A B
€, g 100
E 2 28 50
3 a~
!-3 O. ) ' > 0- T
28 50 100 0 50 100

Tiempo (h) Tiempo (h)
—8—— HAT —®—HT
Figura 27 Sensibilidad a Aminopterina de la Linea Celular Ag8.653. Las graficas
muestran la sensibilidad a aminopterina determinando la proliferacién celular

(A) y determinando la viabilidad celular (B). Los valores representan la
media de tres ensayos. (*: el valor de eje y se multiplica por 1 x 106)

Los resultados mostraron que ambas lineas celulares de mieloma murino evaluadas
fueron sensibles a la aminopterina, lo cual era esperado ya que éstas anteriormente ya se
habian utilizado en los procedimientos de fusién celular para la produccién de

anticuerpos monoclonales.

34.3 Ensayos de Fusién

Los resultados obtenidos en los ensayos de fusién celular y las condiciones
empleadas en cada una de ellas se muestran en la tabla XI. Estos resultados muestran que

el uso de PEG al 25 % permite una mayor eficiencia en la fusién celular, ya que se
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obtiene un porcentaje mayor de proliferacion celular de tipo hibridoma, Por otro lado, la
adicién de un preparado de macréfagos en los ensayos de fusion no reflejé una mayor
proliferacion celular en los ensayos de la linea celular de P3X63Ag8U.1. Las mejores
condiciones empleadas en los ensayos de fusién celular fueron las correspondientes al
ensayo de fusion 4. Incluso sélo en este se logré obtener sefial positiva contra anti-

HGHr.

Tabla XI. Ensayos de Fusién Celular. Se muestran cada uno de los ensayos de fusion
celular, las condiciones utilizadas en ellas asi como, los resultados de
proliferacion celular de hibridomas y presencia de anti-HGHr en los mismos.

Fusion Linea Celular C.F.C. P.C. (%) H.P.(%)
1 P3/NSI/1.Agd.1  PEG25% 0 0
P3X63Ag8U.1 PEG 25 % 8 0
PEG 50 % 2 0
3 P3X63Ag8U.1 Macréfagos 12 0
Sin Macréfagos 13 <0.2
Medio Enriquecido
4 P3X63Ag8U.1 Sin Macréfagos 8 0
P3X63Ag8.653  Medio Enriquecido 11 3
PEG 25 %

C.F.C.: Condiciones de los Ensayos de Fusién Celular, P.C.: Porcentaje de proliferacién celular, H.P.:
Porcentaje de hibridomas positivos a anti-HGHr. PEG: polietilenglicol.

Estos resultados muestran que el uso de PEG al 25 % permite una mayor eficiencia
en la fusién celular, ya que se obtiene un porcentaje mayor de proliferacién celular de
tipo hibridoma. Por otro lado, la adicién de un preparado de macréfagos en los ensayos
de fusion no reflej6 una mayor proliferacton celular en los ensayos de la linea celular de
P3X63Ag8U.1. Las mejores condiciones empleadas en los ensayos de fusién celular
fueron las correspondientes al ensayo de fusion 4 empleando la linea celular
P3X63Ag8.653. Incluso sélo en éste se logré obtener sefial positiva contra anti-HGHr.

Por otro lado, el porcentaje de cultivos positivos por proliferacién celular de tipo
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hibridoma fue del 10 % y en el caso de los cultivos de hibridomas productores de anti-
HGHr fue de solo un 3 %.

Los cultivos producto de la fusién celular se observaron al invertoscopio y se
lograron observar focos de crecimiento de tipo hibridoma en ellos. En algunos casos este
crecimiento fue aparente al tercer dia después de la fusién celular, el cual a simple vista se
observé como colonias celulares adheridas al fondo del pozo de cultivo. Por otro lado,
con ayuda del invertoscopio se logrd visualizar otros focos de crecimiento no aparentes a
simple vista. En la figura 28 se muestran dos fotografias de hibridomas en cultivo

obtenidas mediante microscopia de contraste de fases.

Figura 28 Fotografias de Hibridomas en Cultivo obtenidas por Microscopia de
Contraste de Fases. A: Hibridoma en crecimiento al tercer dia después de
la fusién celular. B: Cultivo de hibridoma productor de anti-HGHr.

3.4.4 Seleccién de Hibridomas Productores de anti-HGHr

3.4.4.1 Ensayos de Inmunodot

El anélisis de los sobrenadantes de algunos hibridomas obtenidos se realizé
inicialmente mediante un ensayo de inmunodot sobre papel de nitrocelulosa. Los

resultados de estos analisis se muestran en la figura 29.
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En estos ensayos no se logrd detectar la presencia de anticuerpos anti-HGHr en los
sobrenadantes de los cultivos de hibridomas que se analizaron (Figura 29, fila 3A a3l y
fila SA a 5I). Por otro lado, mediante esta técnica se logré detectar la presencia de
anticuerpos anti-HGHr en el suero del dia 45 del ratén inmunizado (Figura 29, 1I),
utilizando como antigeno el liquido de fermentacion de un sistema de expresion de HGHr
en Pichia pastoris (35); el control negativo (suero dia 0) no presenté sefial importante
(Figura 29, 1H). Ademés, estos mismos controles se analizaron utilizando como antigeno
la fraccién soluble de un homogenado bacteriano inducido que contenia HGHr. Los
controles positivos (Figura 29, 1A...1F) presentaron sefial, a diferencia del control

negativo (Figura 29, 1G).
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Figura 29 Deteccién de anti-HGHr en Sobrenadantes de Cultivos de Hibridomas
por Inmunodot. S¢ observé una sefial negativa en los anadlisis de
sobrenadantes (2A a 5I) sin diluir. Los pozos del 1A al 1F son diferentes
diluciones del suero a los 45 dias del ratén inmunizado. El control negativo
(1G) fue el suero del dia 0 diluido 1:100.

3.4.4.2 Ensayos de ELISA

El andlisis de los sobrenadantes de algunos hibridomas obtenidos se realiz6
mediante un ensayo de ELISA. Los resultados de estos anélisis se muestran en la figura
30. Al igual que en los resultados anteriores no se logré detectar la presencia de

anticuerpos anti-HGHr en los sobrenadantes de cultivos de hibridomas analizados
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(Figura 30, pozos del C1 al H2). Los controles positivos (Figura 30, B1 y B2) como se
esperaba mostraron sefial positiva especifica a la presencia de anticuerpos anti-HGHr.

Los controles negativos asi mismo no presentaron sefial.

- a mE 2 A =

Figura 30 Deteccion de anti-HGHr en Sobrenadantes de Cultivos de Hibridomas
por ELISA. No se observé seflal en los sobrenadantes (C1 a H2). Los
pozos del Bl al B2 son diferentes diluciones del suero a los 45 dias del

ratén inmunizado. El control negativo (A1) fue el suero del dia 0 diluido
1:100.

3.4.4.3 Ensayos de Western-Blot

El anélisis de los sobrenadantes de algunos hibridomas obtenidos se realizé
mediante un ensayo tipo Western-Blot. Los resultados de estos anélisis se muestran en la
figura 31. Se detectaron algunas clonas positivas para la presencia de anticuerpos anti-
HGHr y algunas otras proteinas (Figura 31, B4). Por lo tanto, estos cultivos fueron
sometidos a la etapa de clonacion a diluci6n limitante.

Se observé no s6lo la presencia de la banda especifica contra HGHr, sino ademas
algunas bandas para otras proteinas. Pero siempre, se encontr6 una banda de menor peso

molecular (19 kDa) que la HGH (22 kDa) y con una intensidad muy semejante. Esto
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coincide con los resultados del analisis por SDS-PAGE de homogenados celulares
inducidos por tiempos prolongados para la produccién de HGHr. En donde se observo la
presencia de una banda con iguales caracteristicas (estos datos no se muestran). Podria
por otro lado, tratarse del pico cromatografico adicional encontrado en el analisis por
CLAR de los homogenados bacterianos inducidos. Por tal motivo, seguiria existiendo la

posibilidad de que se tratara de una variante de HGHr producto de proteélisis.
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Figura 31 Deteccion de anti-HGHr en Sobrenadantes de Cultives de Hibridomas
por Western-Blot. A: Analisis por SDS-PAGE del antigeno utilizado (1) y
del marcador de peso molecular (M). B: Analisis de algunos sobrenadantes
de cultivos bacterianos por Western-Blot (4 al 8), suero control positive (3)
y suero control negativo (2). La tirilla 4 muestra la presencia de anticuerpos
anti-HGHr en dicho sobrenadante.
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3.4.5 Clonacién de Hibridomas Productores de anti-HGHr

3.4.5.1 Ensayo de Clonacién a Dilucién Limitante

Los sobrenadantes de los hibridomas positivos para anti-HGHr que fueron
sometidos a clonacién a dilucién limitante fueron analizados por la técnica de Western-
Blot, con la cual no se logr6 detectar clonas positivas para anti-HGHr. Asi mismo, se
realizaron otros analisis con los sobrenadantes mediante ELISA e Inmunodot y los
resultados fueron negativos. Por otro lado, no se encontré produccion de anticuerpos en
ninguno de los cultives de hibridomas clonados. Para comprobar si estos cultivos eran
hibridomas y no la propia linea celular se sometieron a ensayos de sensibilidad a
aminopterina, y se encontro efectivamente que eran hibridomas ya que estos proliferaron
y mantuvieron su viabilidad en el medio HAT.

Estos resultados indican la probabilidad de detectar de forma inespecifica la
presencia de anticuerpos anti-HGHr mediante el método de seleccién por Western-Blot,
los cuales no fueron detectados en la etapa de clonacion. Esta duda se sostiene aun, ya
que la presencia de las bandas detectadas por Western-Blot no aparecieron en el control
negativo (suero no inmune), sin embargo, la exposicién de este a tiempos de incubacion
largos durante la deteccién permitié la deteccion de algunas de estas bandas.

Por otro lado, se sugirié que los anticuerpos anti-HGHr detectados en una etapa
inicial sean realmente dirigidos contra la proteina nativa y no contra una proteina
desnaturalizada utilizada como antigeno en los ensayos de Western-Blot e Inmunodot,
sin embargo, los ensayos de Western-Blot realizados en condiciones no desnaturalizantes
no indicaron la presencia de anticuerpos anti-HGHr.

Ante esta duda, los hibridomas sometidos a clonacién se almacenaron para
posteriores anélisis y se determiné que el paso siguiente era realizar un nuevo ensayo de
fusion celular, ya que en el ultimo ensayo sélo hubo proliferacién de hibridomas en 10

cultivos celulares.
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CONCLUSIONES

Las condiciones utilizadas en los ensayos de expresion fueron suficientes para
permitir la induccidn eficiente de la biosintesis de HGH por los sistemas de expresion
utilizados. Sin embargo, es necesario optimar dichas condiciones para lograr una mayor
produccidn de la proteina recombinante.

El anlisis cualitativo y cuantitativo de los homogenados bacterianos utilizando la
combinacion de determinacion de proteinas totales por el método de Bradford y el
anilisis densitométrico sobre geles de electroforesis, permiti6 la evaluacion de los niveles
de produccién de HGH en los sistemas de expresion utilizados. Dicha evaluacién mostrd
resultados similares a otras evaluaciones reportadas en la literatura con sistemas de
expresion semejantes.

Los resultados de los niveles de produccion obtenidos en ambos sistemas
evaluados fueron muy similares, sin embargo, €l rendimiento en la produccién de HGH
por cada uno de estos sistemas fue diferente.

La evaluacién de la influencia de las variables de fermentacién sobre los niveles de
produccién de HGH en ambos sistemas, mestré que existe una influencia importante de
T.I., % Glc. y D.O., en orden decreciente. Ademas, dichas variables influyen en menor
grado sobre el porcentaje relativo de HGH en los homogenados celulares.

El método de elucion estandarizado para el analisis de HGHr por CLAR en fase

reversa permitié la resolucién del pico cromatografico correspondiente a HGHr. Ademas,
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la eficiencia de la separacion fue muy buena, ya que se obtuvo un nimero de platos
tedricos alto para dicho pico cromatogréfico.

La identificaci6n indirecta del pico cromatografico de HGHr en los homogenados
celulares por CLAR-FR es un alternativa para el analisis cualitativo de sistemas de
expresion recombinantes. Este método mostré ser adecuado, especialmente cuando no se
cuenta con suficiente estdndar de proteina pero se tiene un sistema de expresion eficiente.
Por otro lado, mediante este método se logré la separacion y recoleccion simultanea de un
pico cromatogréfico relacionado a HGHr, el cual no podria ser separado con mayor
facilidad si se empleara un método de electroforesis en gel.

El emple6 de varias técnicas para evaluar la pureza de la fraccion con el analito de
interés, mostré ser una herramienta util para poder detectar algiin problema de
descomposicién durante el proceso de purificacién.

El empleo de una etapa cromatografica como la CLAR-FR para la purificacién de
HGHr permiti6 obtener una pureza aceptable de la HGHr recuperada, a pesar de la baja
recuperacion que mostro la técnica.

El esquema de inmunizacidn utilizado sobre ratones BALB/c provocé una buena
respuesta de anticuerpos contra HGHr, encontridose en los sueros titulos de
antiicuerpos anti-HGHr altos. Por otro lado, las diferentes metodologias inmunolégicas
utilizadas para la deteccién de anticuerpos anti-HGHr en los sueros de los ratones fueron
adecuadas.

La metodologia empleada en la fusién celular y analisis de anticuerpos permiti6
obtener y seleccionar hibridomas productores de anticuerpos anti-HGHr. Sin embargo,

no se concluy6 con la obtencion de los anticuerpos monoclonales correspondientes.
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tcagggtcctgtggacagctcacctageggcaATGGCTACAGGCTCCCGGACGTCCCTGCTCCTG
GCTTTTGGCCTGCTCTGCCTGCCCTGGCTTCAAGAGGGECAGTGCCTTCCCAACCATTCCCTTA
TCCAGGCTTTTTGACAACGCTATGCTCCGCGCCCATCGTCTGCACCAGCTGGCCTTTGACACCTACCAGGA
GTTTGAAGAAGCCTATATCCCAAAGGAACAGAAGTATTCATTCCTGCAGAACCCCCAGACCTCCCTCTGTT
TCTCAGAGTCTATTCCGACACCCTCCAACAGGGAGGAAACACAACAGAAATCCAACCTAGAGCTGCTCCGC
ATCTCCCTGCTGCTCATCCAGTCGTGCGCTGGAGCCGTGCAGTTCCTCAGGAGTGTCTTCGCCAACAGCCT
GGTGTACGGCGCCTCTGACAGCAACGTCTATGACCTCCTAAAGGACCTAGAGGAAGGCATCCAAACGCTGA
TGGGGAGGCTGGAAGATGGCAGCCCCCGGACTGGGCAGATCTTCAAGCAGACCTACAGCAAGTTCGACACA
AACTCACACAACGATGACGCACTACTCAAGAACTACGGGCTGCTCTACTGCTTCAGGAAGGACATGGACAA
GGTCGAGACATTCCTGCGCATCGTGCAGTGCCGCTCTGTGGAGGGCAGCTGTGGCTTCTAGetgecccgggt
ggcatccctgtgaccecctecccagtgectectectggecctggaagtigecactccagtgeccaccagectt
gtcctaataaaattaag

Mintsculas normales:  Secuencias 3' y5' no traducibles
Maynisculas negritas: ~ Secuencia sefial nativa de hGH
Maynisculas normales: Secuencia que codifica para la hormona madura

Secuencia Aminoacidica de la HGH

1/1

31/11

ATG GCT ACA GGC TCC CGG ACG TCC CTG CTC CTG GCT TIT GGC CI6 CTC TGC CTG CCC TGG
Met ala thr gly ser arg thr ser leu leu leu ala phe gly leu leu cys leu pro trp

61/21

91/31

CTT CAA GAG GGC AGT GCC TTC CCA ACC ATT CCC TTA TCC
leu gln glu gly ser ala phe pro thr ile pro leu

121/41

151/51

CTC CGC GCC CAT CGT CTG CAC CAG CTG GCC TTT GAC

leu arg ala his
181/61

TAT ATC CCA AAG
tyr ile pro lys
241/81

TCA GAG TCT ATT
ser glu ser ile
301/101
CTG CTIC
leu leu
361/121
AGT GIC
ser val
421/141
AAG GAC
lys asp
481/161
ACT GGG CAG ATC
thr gly gln ile
541/181

GCA CTA CTC AAG
ala leu leu lys
601/201

ACA TTC CIG CGC
thr phe leu arg

COGC ATC
arg ile

TTC GCC
phe ala

CTA GAG
leu glu

arg leu his gln

GAR CAG AAG TAT
glu gln lys tyr

CCG ACA CCC TCC
pro thr pro ser

TCC CTG CTG CTC
ser leu leu leu

AAC AGC CTG GTG
asn ser leu val

GAA GGC ATC CAA
glu gly ile gln

TTC AAG CAG ACC
phe lys gln thr

AAC TAC GGG CTG
asn tyr gly leu

ATC GTG CAG TGC
ile val gln cys

leu ala phe asp
211/71
TCA TTC CTG CAG
ser phe leu gln
271/91
AAC AGG GAG GAA
asn arg glu glu
331/111
ATC CAG TCG TGC
ile gln ser cys
391/131
TAC GGC GCC TCT
tyr gly ala ser
451/151
ACG CTG ATG GGG
thr leu met gly
511/171
TAC AGC AAG TTC
tyr ser lys phe
571/191
CTC TAC TGC TIC
leu tyr cys phe
631/211
CGC TCT GIG GAG
arg ser val glu

ser

ACC
thx

BAC
asn

arg

GGC
gly

AGG CIT TTT GAC
arg leu phe asp

TAC CAG GAG TTT
tyr gln glu phe

CCC CAG ACC TCC
pro gln thr ser

CRA CAG AAA TCC
gln gln lys ser

GGA GCC GTG CAG
gly ala val gln

AGC AAC GTC TAT
ser asn val tyr

CTG GAA GAT GGC
leu glu asp gly

ACA AAC TCA CAC
thr asn ser his

AAG GAC ATG GAC
lys asp met asp

AGC TGT GGC TTC
ser cys gly phe

AAC GCT ATG
asn ala met

GAR GAA GCC

glu

CTC
leu

ARC
asn

TTC
phe

GAC
asp

AGC
ser

ARC
asn

ARG
lys

TAG
AMB

glu

ala

TGT TIC
cys phe

CTA GAG

leu

cTC

glu

AGG
arg

CTA
leu

ere
arg

GAC
asp

GAG
glu
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ANEXO2

Mapa de restriccién incompleto del plésmido pBHX

Xho 1

AMPr
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ANEXO3

Andlisis teérico de restriccion de pMALchGH22K empleando
¢l programa computacional DNA Strider

Mscl 6677
L—Il al 638
[
Ndel 5824 “""lhulllllll il
aclq Hpal 935
/:ZolEl
pMaichGH22K
6704 bp
= mal E Bg Il 1887
Scal 4275 Ncol 2489
BamHI 2653
Xbal 2706
819
Hndmagr?  TSté
Digestion with :
*HinD III a/agctt
1 fragment
Order Length From TO.
1 6685 3261 *HinD III  -> 3261 *HinD III
Digestion with :
*HinD III a/agctt
*Xba I t/ctaga
2 fragments
Order Length From To
2 6113 3261 *HinD III  -> 2689 *Xba I
1 572 2689 *Xba I -> 3261 *HinD III

Digestion with :
*BamH I g/gatcce
*HinD III a/agctt
2 fragments
Order Length From To
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2 6077 3261 *HinD III  -> 2653 *BamH I
1 608 2653 *BamH I 3261 *HinD III

|
v

Digestion with :
*Pvu II  cag/ctg
6 fragments

Order Length From To
5 2682 3354 *Pvu II -> 6036 *pvu II
6 1678 6036 *Pvu II -> 1029 *Pvu II
2 1612 1122 *Pvu II -> 2734 *Pvu IIX
3 497 2734 *Pvu II -> 3231 *Pvu II
4 123 3231 *pvu II -> 3354 *Pvu II
1 93 1029 *Pvu II -> 1122 *Pvu II

Digestion with :
ApaL I g/tgcac
5 fragments

Ordex Length From To
2 2826 1241 aApaL I -> 4067 Apal I
5 1285 $811 Apal I -> 411 ApalL I
3 1246 4067 Apal I -> 5313 ApalL I
1 830 411 apal I -> 1241 ApaL I
4 498 5313 Apal I -> 5811 ApaL I
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