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RESUMEN

La hormona del crecimiento humano (HGH) de 20 kilcdaltones
(20kDa) es una variante o isoforma (producto del mismo gen) de
HGH de 22kDa gque se encuentra en hipéfisis humanas vy sangre
periférica constituyendo aproximadamente del 5 al 10% del total
de HGH. Las dificultades para 1la purificacidén de esta variante
han 1limitado su estudio y el esclarecimiento de su papel
fisiolégico. En nuestro laboratorio recientemente se lograron
clonar, a partir de hipdfisis humanas, los ADNs complementarios
(ADNcs) a los ARNs mensajeros (ARNms) correspondientes a HGHs de
20 y 22kDa. Con la finalidad de mejorar la disponibilidad de la
variante de 20kDa y asi poder estudiar diferencias en sus
propiedades biolégicas, se decidid expresar dicho ADNc en un
sistema que permitiera su expresion estable vy la sobreproduccidn
de la hormona recombinante.

En este trabajo logré la obtencion de tres lineas celulares,
dos productoras de HGH20kDa vy una productora de HGH22kDa,
empleando el sistema CHO/DHFR/MTX que utiliza células de ovario
de hamster chino (CHO) deficientes en el gen para la enzima
dihidrofolato reductasa (DHFR) . Este sistema permite la
seleccién de células portadoras de un plasmido que incluya una
copia del gen de interés (gen hGH) y otra del gen para la DHFR
{gen dhfr) vy posteriormente, utilizando metotrexato (MTX), wun
inhibidor de la DHFR, se induce la amplificacién conjunta de
dichos genes.

Probando variaciones en el esquema de induccidn de la
amplificaciédn, encontré las condiciones que favorecen el
establecimiento de cultivos estables con fenotipo normal ¥
productores de la forma recombinante de la variante hormonal.
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Confirmé 1la presencia de las isoformas de 20 y 22 kDa por
"Western blot" y las células, actualmente resistentes a 100 nM de
MTX, tienen niveles de produccién de 1las hormonas recombinantes
que rebasan 1 ug/10® células/dia, 1las cuales continoan siendo
sometidas al proceso de amplificacién. El analisis del ADN
gendémico de estas células mostrd que el ADNc de HGH20kDa estd
amplificado en mas de 109 copias e integrado al genoma celular.
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1, LA HORMONA DEL CRECIMIENTO HUMANO

1.1. Actividad biolégica de HGH

HGH es esencial para el crecimiento postnatal y para el
metabolismo normal de carbohidratos, lipidos y proteinas (1). Las
propiedades inductoras del crecimiento de HGH se determinan
mediante la prueba de ganancia de peso (valoracion del incremento
de peso en animales hipofisectomizados) vy 1la prueba de
alargamiento de la tibia (medicibn del crecimiento de las
epifisis de las tibias después de 1inyecciones diarias de HGH en
animales hipofisectomizados) (1,2).

Aungue con estas pruebas los efectos de HGH pueden ser
facilmente reconocidos, el sitio y el mecanismo celular de los
efectos de 1la hormona no son claros. Uno de los mayores
obstaculos en la exploracidon de los mecanismos de accion de HGH
es la discrepancia de 1los efectos in vivo con los efectos
observados in vitro. La administracién de HGH in vivo produce
una marcada estimulacidn de la condrogénesis Yy un subsecuente
crecimiento somatico acelerado. Sin embargo, cuando se adiciona
la hormona a explantes de cartilago y a preparacicnes de misculo,
los efectos son casi nulos (2).

Esta discrepancia de efectos y la identificacidén de algunas
proteinas en plasma, dependientes de GH, sugirieron que HGH
estimula el crecimiento somatico de manera indirecta, mediante
factores de crecimiento llamadas somatomedinas (Sm), que fungen
como segundos mensajeros de GH (3). Las Sm, también 1llamados
factores de crecimiento insulino-agonistas I y II (IGF I y 1I),
son altamente dependientes de 1los niveles circulantes de HGH. Se
ha probado que las preparaciones de IGFs libres de HGH, insulina,
testosterona & tiroxina y tienen el mismo potencial de HGH para
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promover el crecimiento somdtico y el del cartilago. La
regulacién de 1la secrecién de IGF-I es un proceso complejo
influido por HGH, lactdgeno placentario (HPL), prolactina (HPrl),
hormonas esteroides (incluyendo glucocorticoides, estrdgenos y
andrégenos), hormonas tircideas e insulina, asi como el estado
nutricional (2,3).

Recientemente, gracias a la disponibilidad de su forma
recombinante (producida en bacterias), se ha demostrado que los
efectos de HGH sobre el metabolismo de lipidos, carbohidratos y
proteinas pueden dividirse dos: efectos semejantes a los de la
insulina (insulino-agonistas) y efectos diabetogénicos (insulino-
antagonistas) que Sse correlaciocnan respectivamente con los
efectos agudos y crénicos (Tabla 1).

TABLA 1. EFECTOS PRINCIPALES DE HGH™
I. EFECTQS INDIRECTOS:
- Estimula crecimiento corporal.
II. EFECTOS DIRECTOS:
A) Insulino-agonistas (efectos agudos)

- Incrementa la captacidn intracelular
de aminoacidos.

- Induce hipoglicemia y aumento de la oxida-
cidn de acidos grasos.

- Estimula adipogénesis.
B) Insulino-antagonistas (efectos cronicos)
- Incrementa la resistencia a la insulina.

- Induce hiperglicemia (efecto diabetogénico).

. — .
—

*Informacidén recabada de las referencias 2 y 3.
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Estos efectos parecen ser intrinsecos a la molécula de HGH y
estar mediados, en forma directa, por receptores en diversos
tejidos (4).

1.2. Sintesis y regulacidén fisiolodgica

HGH es sintetizada por las c¢elulas somatdtrofas de Ila
adenohipdfisis. Tiene una vida media de aproximadamente 25 min y
se secreta al torrente circulatorio a una tasa de aproximadamente
1 g/dia (2,5). La secrecion al torrente circulatorio es
controlada por dos factores hipotalamicos: La hormona liberadora
de GH (GHRH) que es el regulador positivo y la somatostatina (St)
gque es el regulador negativo. Tanto la GHRH como la St son
modulados por el efecto de factores biocldgicos y ambientales como
el estrés, el suefio, la hipoglicemia, algunos farmacos (L~dopa ¥y
clorpromazina) Y las hormonas (andrégenos, estrégenos,
vasopresina y 1la misma HGH) gque actian en el sistema nervioso

central y particularmente sobre el hipotdlamo (2, 7).

Recientemente se ha demostrado que la requlacidn positiva de
GHRH se ejerce directamente a nivel del gen (hGH.), induciendo la
liberacién de factores activadores de la transcripcidn, mientras
que la somatostatina regula negativamente 1la secrecidn de HGH
inhibiendo 1la movilizacidn de calcio (al estabilizar reservas
intracelulares de este ion) requerido para mediar la unidén de HGH

a su receptor (7).
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Figura 1. Regulacién de 1la secrecidn de HGH. Se representa la
interaccion de algunos organos, tejidos y hormonas que determinan
la regulacidn positiva o negativa de HGH. GHRH: Hormona
liberadora de HGH, IGF-I: Factor de crecimiento insulinoagonista,

Sm: Somatomedina y St: Somatostatina.

1.3. Estructura y aspectos bioquimicos

La isoforma de HGH mejor conocida es una proteina formada
por una sola cadena polipeptidica de 191 aminoacidos, con los
extremos amino Yy carboxi-terminales libres vy dos enlaces

disulfuro internos qQue la constrinen y dan origen a dos asas, una

mayor y otra menor (Figura 2,A}. Esta proteina es una globulina
con un pese molecular aproximado de 22kDa. Se sintetiza como una
pre-hormona de 217 aminodcidos con un péptido seial de 26

residuos hidrofébicos en el extremo amino terminal de la proteina

madura (5j).
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Recientemente Abdel-Meguid y cols. (6), gracias al desarro-
llo y mejoramiento de los métodos de purificacion de proteinas y
al analisis cristalografico por difraccién de rayos X,
determinarcon la estructura tridimensional de la hormona del
crecimiento porcino (PGH). La alta similitud en secuencia
aminoacidica gue presentan las HGs de diferentes especies sugiere
que la estructura encontrada puede propornerse como un modelo
tridimensional general para todas las GHs (Figura 2, B).

1.4. Aspectos moleculares

El gen hGH,, se encuentra constituyendo el complejo
multigénico hGH-hPL, localizado en las bandas @g22-g24 del
cromosoma 17. Este complejo multigénico contiene dos genes para
HGH vy tres para HPL, todos con la misma orientacidn
transcripcional y separados uno de otro por regiones intergénicas
de 6 a 13 kilopares de bases (kpb).

La disposicién de estos genes en el genoma humano es la
siguiente: 5'*-hGH, (normal)-hPL,-hPL_,-hGH, (variante)-hPL_*-3°’
(Figura 3A). La alta similitud entre los genes hGH y hPL, tanto
en la secuencia (aproximadamente del 95%) como en la funcidn de
sus productos, sugiere gque éstos se generaron por duplicacidén y
divergencia a partir de un gen ancestral comian (8, 9).

Los miembros de esta familia multigénica hGH-hPL se expresan
en diferentes tejidos y bajo distintos mecanismos de control.
El gen hGH, es el idnico que se expresa en la hipdéfisis, mientras
que el resto lo hace en placenta (10).



Figura 2. Secuencia de aminodcidos de HGH22kDa y modelo
tridimensional general para las GHs. En (A) se muestran los 191
amincacidos que constituyen a la proteina madura de HGH de 22kDa
Y la posicidén de sus enlaces disulfuro internos. E1l modelo
tridimensional representado en {(B) estd basado en la estructura
de PGH. Los cilindros representan la estructura a-hélice y la
numeracién de los resisuos aminoacidicos esta hecha con base a la
Secuencia de HGH mostrada en (A).
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Los cinco genes scon muy similares en organizacidén, cada uno
presenta cinco exones interrumpidos en las mismas posiciones por
cuatro intrones pequenos. Estos genes incluyen regiones
simétricas invertidas, repetidas y palindrdémicas que posiblemente
unen proteinas importantes en la requlacidén de la expresiodn

génica (10).

Numerosos estudios han revelado que tanto en la hipdfisis
como en la circulacidén periférica, el efecto de HGH esta
determinado por una coleccién de polipéptidos similares pero con
estructura, motilidad electroforética vy actividad bioldgica
variable (11, 12). Propiamente, algunas de estas corresponden a
isoformas (productos de un mismo gen, generados por vias alternas
de la maduracidén del ARNm), mientras que otras corresponden a

agregados, formas inmaduras, etc.
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LOCUS hGH-hPL

P q Cromosoma # 17
A) CH OCHTY W >
22 24

/ ﬁ“ﬁ_‘k
hGH-N hPL-1 hPL-4

hGH-V hPL-S

_l/]E]I— /b \T\ IT Tﬁ Tsomﬂ/

| Hipofisis | Placenta

B)
S J'l'] a Iz 8 111 c
L_J
Procesamlento
G} del RNA
Gﬁ:?ﬁ%jb?:}m —Eﬁ:%%?:—
RHA Precursor RHA Precursor

\ 4 4
c7"—f_T NI [ |—ana G7—]" | 11 ] F—ana

RHAm de HGH 22kD RNMAm de HGH 20kD

Figura 3. Complejo multigénico hGH-hPL. A) Se representa la
localizacidon cromosdmica, el tejido en el que se expresan, la
disposicion y la orientacion de los cinco genes que constituyen
este complejo. B) También, se muestra la anatomia molecular del
gen hGH,, con cinco exones (1 a V) y cuatro intrones (A a D), la
cual es similar para los otros genes. C) Se ejemplifica el
procesamiento alternativeo del transcrito primario que da origen a
los ARNms para las HGH de 20 y 22kDa.
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Entre las isoformas de HGH, el componente fisioldgico mas
abundante es HGH Z22kDa, que corresponde aproximadamente al 85-
90% de HGH, contenida en la hipéfisis; el resto corresponde a las
otras variantes identificadas (12).

Las variantes de GHs se han aislade y caracterizado a partir
de la hipofisis, del plasma & de bancos de ADNc. En la tabla 2 se
resumen algunas de las caracteristicas de las variantes hasta
ahora identificadas (11, 12).

Tabla 2. ISOFORMAS DE LAS HORMONAS DEL CRECIMIENTC HUMANO™

ISOFORMA CARACTERISTICA
HGH 80kDa HGH égiga unida ) a una proteina de
transporte.
HGH 45kDa Dimero de HGH 22kDa.
HGH 22kDa La mas abundante y mejor estudiada.
HGH 20kDa Delecidn interna de los residuos 32 al 46 del

Exan III, por procesamiento alternativo del
transcrito del gen hGH,.

HGH 24kDa Pre-hormona conservando los 26 aminoacidos
del peéeptido senial.

HGH 24XkDa Rompimiento proteolitico entre los residuos
139 vy 140 de HGH 22kDa, cambiando 1la
conformacién tridimensional vy el comporta-
tamiento electroforético.

HGH 17.5kbha Delecidn de todo el exdn III (120 residuos),
producto del procesamiento alternativo del
transcrito del gen hGH,.

——er e
— — —_— ——— —

* Tomado de las referencias 2, 3, 12.

Entre las isoformas de HGH, una gque ha despertado mucho
interés es la de 20kDa (HGH20kDa), gue se ha encontradc en todas
las muestras de hipdfisis humanas y en sangre periférica
constituyendo del 5 al 10% del total del contenido de HGH, lo gue
la convierte en la segunda mas abundante (12).
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Los estudios moleculares han demostrado que HGH 20kDa no es
el resultado del rompimiento proteolitico de alguna de las
porciones terminales de la cadena de HGH 22kDa vy tampoco se ha
encontrado un gen adicional que codifique para ésta y que pueda
explicar su existencia (13, 14). La diferencia de
aproximadamente 2kDa es producida por una delecidén de 15 residuos
internos entre las posiciones aminoacidicas 32 y 46 de la cadena
polipeptidica (15).

Wallis (1l4) sugirid un mecanismo para explicar la delecidn
de 1los 15 residuos de la porcidén interna de 1la molécula
polipeptidica. Teniendo en cuenta que el intrén B del gen de
hGH,, empieza después del coddon que codifica para el residuo 31,
el cual es el punto de inicio de la delecidn, propuso que HGH
20kDa se formaba cuando un fragmento de la secuencia traducible
del gen HGH (residuos 32 al 46) era incluido como parte del
intrén B y se removia durante el procesamiento del ARN
heterogéneo nuclear precursor (Figura 3).

DeNoto vy cols. (15) y otres (16, 17), analizaron la
secuencia y expresidén del gen hGH, vy del ADNc de HGH 22kbDa,
encontrande evidencias directas de que las HGHs de 20 y 22kDa
eran pzroducidas en la hipofisis durante el procesamiento
alternativo del transcrito primario a partir del mismo gen hGH,
(Figura 3).

En estudios hechos con ratas hipofisectomizadas se ha
encontrado que las dos formas de HGH (20 y 22kDa) tienen potencia
similar para promover el crecimiento y generar somatomedinas (18,
19). Pero se les han encontrado efectos diferentes sobre el
metabolismo de carbohidratos y acidos grasos libres, tanto "in

vitro" como "in vivo" (19, 20 y 21).
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En contraste con HGH 22kDa, HGH 20kDa no acelera 1la
utilizacién de glucosa y tiene actividad marcadamente disminuida,
aungue no ausente, en sus efectos lipogenico e hiperglicemiante.
Stevenson vy cols. (2) mostraron que la capacidad de HGH para
aumentar la secrecidn de insulina y el consecuente aumento en la
captacidén de glucosa por 1las células, reside principalmente en
los aminoacidos 32 a 38, lo gque puede explicar la disminucidn de
este efecto en HGH 20kDa.

Se ha determinado gue la secuencia Tyr-Ile-Pro presente en
la regidén removida en la variante, estd presente en la insulina y
se piensa gue ésta podria ser la responsable de este efecto. Sin
embargo, aun no estd claro si GH tiene este efecto insulino-
agonista per se o si tiene un efecto protenciador sobre la
insulina (7).

E)l glutamato, normalmente presente en la posicidén 33 de HGH
22kDa es el principal residuc responsable de la union de esta
hormona con algunos receptores hepaticos, en un proceso mediado
por calcio. La ausencia de este residuo en la HGH 20kDa altera la
alta dependencia del 1ién calcio en la unién de HGH 20kDa con
dichos receptores y estos hallazgos son consistentes con el bajo
efecto insulino-agonista de HGH 20kDa (7).

En un modelo que wutiliza 1la c¢onversidn de fibroblastos
preadipociticos a adipocitos, Morikawa y cols. (22) encontraron
gque HGH 20kDa es capaz de inducir el fendmeno de diferenciacién
adipocitica, adjudicandosele a esta variante una actividad
adipogénica.

Algunas interrogantes se han resuelto parcialmente por la
reciente introduccién de sistemas in vitro y por el uso de nuevas
tecnologias para la identificacidén y purificacidn de receptores.
No se ha comprobado si cada uno de los diversos efectos de HGH
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son mediados por receptores de diferentes categorias que
especifican cada funcién o si son inducidos por un mismo receptor
que pueda mediar diversas funciones (35 - 39).

El estudio comparativo entre HGH 22kDa y HGH 20kDa, gue
posee solo algunas de las propiedades fisioldgicas, podréd ayudar
a entender algunos de los mecanismos de las acciones de las GHs
en general.

1.5. Potencial farmacolégico de HGH 20kDa y perspectivas para su
produccion

En el campo farmacoldgico, GH ha demostrado ser util para el
tratamiento de ninos con enanismo hipofisiario (7). Actualmente
ha aumentado el interés en ella por la versatilidad terapéutica
que parece ofrecer. Remueve acidos dgrasos en el tratamiento de
obesos y mejora la vascularizacidn en ancianos. En pacientes con
quemaduras de piel, 1dlceras y fracturas oOseas, acelera el
metabolismo Y 1la regeneracion tisular b4 su actividad
hiperglicemiante se ha aprovechado en personas que sufren
hipoglicemia (23). La GH ha resultado ser una de las clasicas
hormonas anabélicas, la evidencia mads simple de ello es que los
ninos con deficiencia de GH presentan aumento en la masa muscular
después de la administracién de GH comc tratamiento. Actualmente
HGH ha despertado interés entre los atletas por su potencial como
anabdélico (24).

Se ha reportado que los tratamientos prolongados con HGH
22kDa pueden desencadenar diabetes mellitus, hipertensiodn
arterial y/o ateroesclerosis como consecuencia de 1la actividad
diabetogénica y lipogénica de esta hormona, por 1lo que se ha
contemplado utilizar a 1la variante de 20kDa como alternativa
para el tratamiento, con la finalidad de disminuir los efectos
secundarios mencionados, ya que algunos autores manifiestan la
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carencia del efecto diabetogénico en esta variante (25, 26). Sin
embargo los trabajos con HGH 20kDa a este nivel son practicamente
inexistentes.

Las limitaciones que se han presentado para el estudio de
esta variante radican en su obtencidn y en su purificacién, pues
existe una alta tendencia & 1la formacion de dimeros entre
moléculas de 20 y 22kDa, ademds de que las preparaciones de la
hormona derivadas de hipdéfisis vy/0 sueroc no proporcionan un
producto homogéneo, sino mas bien una mezc¢la de multiples
variantes (27, 28). Mas aun, debido a que HGH 2Q0kDa representa
solo el 5-10% de la hormona en la hipéfisis y el 5% en el suero,
las cantidades obtenidas en las purificaciones de ésta, han sido

insuficientes para realizar estudios in extenso.

Una alternativa para superar estos problemas fue la
produccidon de esta variante mediante la tecnologia del ADN
recombinante para evitar la heterogeneidad e incrementar las
cantidades disponibles. Para ello Adelman y «cols. (29) vy
posteriormente otros grupos (30, 31) obtuvieron biosintéticamente
en bacterias la forma recombinante metionil-HGH 20kDa (met-HGHr
20kDa) y han continuado €l estudio de esta hormona utilizando la
forma recombinante en lugar de 1la natural obtenida de la
hipéfisis.

Ohmae y cols. (32) utilizaron las formas recombinantes de
HGH (met-HGHs de 20 y 22kDa) para probar la actividad promotora
del crecimiento, encontrando sclamente el 10.7% y 93.5% de
actividad para HGH 20 y 22kDa respectivamente, comparadas con la
hormona derivada de 1la hipéfisis (h-HGH). Tinsley y cols. (30) y
Ader y cols. (31), en un intento de probar el efecto insulino-
agonista, también wutilizaron las formas metionil de las dos
hormonas de 20 y 22kDa, sin encontrar diferencias en las

respuestas.
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La produccién de met-HGHr 20kDa fue una alternativa muy dtil
para evitar los problemas de contaminacidén y escasez antes
mencionados, sin embargo, la meolécula producida en bacterias
tiene un residuo metionil extra en el extremo amino y existen
varios informes en la literatura que indican que aparentemente
este residuo puede eventualmente ocasionar problemas en el uso
prolongado de 1la hormona (30, 32) vy finalmente los resultados
obtenidos a la fecha después de 10os ensayos bioldgico que se han
realizado, tampoco han sido concluyentes.

Hasta ahora no se ha reportado la produccidén de HGH 20kDa en
un sistema eucariotico. Los resultados ain no concluyentes y las
diferencias en los efectos hallados entre h-HGH 20kDa y met-HGH
20kDa sugieren la necesidad de producir esta variante en un
sistema eucariote en el que pueda obtenerse HGH 20kDa idéntica a
la natural y libre de los contaminantes mas comunes de la fuente
natural. Ademds, la produccién de HGHr en eucariotes permite su
sintesis en forma activa por lo que se evitan los problemas de
desnaturalizacidn Yy renaturalizaciodn, comunes en la

sobreproduccidén de proteinas eucaridticas en bacterias.

Por todas estas razones se decidi® generar en nuestro
laboratorio, una nueva linea celular de mamifero capaz de
producir la variante de HGH20kDa. Con ella buscamos aportar una
fuente superior para la purificacion de la hormeona en cantidades
suficientes para realizar estudios fisioldgicos y farmacolédgicos
que contribuyan al conocimiento de su funcion.

Para 1llevar a cabo este trabajo elegimos el modelo
CHO/DHFR/MTX (33) ya que tiene la ventaja de ser un sistema que
permite la amplificacidén (aumento del nimero de copias) del gen
de interés y ha sido previamente utilizado para la produccidn

exitosa de proteinas y vacunas recombinantes.
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2. E1 MODELO CHO/MTX/DHFR

2.1. Elementos del modelo CHO/DHFR/MTX

Entre los modelos conocidos para inducir amplificacidn
génica, este es el mas ampliamente utilizado, el cu&l involucra
el gen de 1la enzima dihidrofeolato reductasa (DHFR) con dosis
crecientes de la droga metotrexato (MTX) (33, 34, 35).

La DHFR es la enzima responsable de generar tetrahidrofolato
(FH,) a partir de dihidrofolato (FH_.) intracelular. Este es uno
de los pasos intermediarios de la ruta metabdlica para la
sintesis de timidilato, el cudl es requerido para la biosintesis
de glicina, timidina monofolato y de las purinas, convirtiéndolo
en un precursor directo en la sintesis de ADN (Figura 4). El
papel central de la DHFR en la sintesis de precursores de ADN
junto con su alta sensibilidad a los analogos del
tetrahidrofolato han hecho de esta enzima un blanco muy comin

para el uso de agentes quimicoterapéuticos.

El MTX es un analogo del folato, gue compite con la misma
afinidad que el FH, por el sitio activo de 1la enzima DHFR
agotando la cantidad de enzima libre necesaria para la formaciodm
de FH,. Esto conduce a la inhibicién de 1la sintesis de
nucledtidos y consecuentemente a la muerte celular por inhibicién

de la sintesis de ADN de células en contacto con la droga.

En algunosg pacientes cancerosos que habian sido sometidos a
tratamientos prolongados con MTX, se observd que sus ceélulas can-
cerosas se volvian refractarias a la droga y no inhibian la sinte
sis del ADN. Los estudios realizados mostraron que la resistencia
al MTX es el resultado de por lo mencs tres mecanismos diferen-
tes, los cuales, pueden ocurrir en forma simulténea:
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aj Transporte disminuido del MTX, en el que el MTX casi no
penetra a la célula.

b) Afinidad reducida de 1la enzima, en donde generalmente se
encuentran mutantes de la enzima DHFR con poca 60 nula
actividad para el MTX.

¢} Sobreproduccidén de la DHFR (que es el mas comin de los casos
de resistencia), debida a un incremento del numero de copias
del gen dhfr.

En este ultimo caso, los incrementos en el numero de copias
son proporcionales a las dosis «crecientes de MTX adicionados.
Estudios posteriores con andlisis mas finos mostraron que Ila
amplificacidn del gen dhfr se efectda conjuntamente con la
amplificacién de regiones de ADN vecinas al gen (35).

Timidiiato
sintasa
dUMP —» dTMP —— DNA

N

&3 #1%_Metilen

Tetrahidrofolato Dinidrofolato

glicina NADPH + H*
T idr lato Inhibida

— etrahidrofola DAFE o7 M1x |
NADP

Figura 4. Ciclo del dihidrofolato (FH,). E1l MTX compite con el
FH, por el sitio activo de 1la enzima DHFR, la cual interviene en
la sintesis del FH,, produciendc un bloqueco en la via de la
Sintesis de novo de las purinas.



19

Actualmente existen 1lineas celulares mutantes, deficientes
en la enzima DHFR que no pueden sintetizar FH, y por lo tantoc no
pueden utilizar la sintesis de novo de las purinas y solo pueden
mantenerse en cultivo si se les adiciona constantemente medio
suplementado con purinas, timidina vy glicina. La linea celular
mads utilizada para éste propdésito es una mutante de CHO mutante,
carente del gen dhfr (33, 36). La transfeccidon de estas células
DHFR(-) con vectores que portan una copia del gen dhfr, resulta
en la generacidn de células que pueden crecer en medio de cultivo
sin suplemento de purinas y con estas condiciones se seleccionan
unicamente aguéllas células que incorporan el plasmido y se
convierten en DHFR(+) (35).

Las celulas que carecen de la actividad de DHFR pueden ser
transfectadas con plasmidos recombinantes que contengan a la vez
el gen de interés y el gen dhfr 6 alternativamente, el ADN de
interés puede ser transfectado en paralelo (cotransfeccidn) junto
con otro plasmido que contenga el gen dhfr. De cualguiera de las
dos formas, los ADNs tienden a expresarse cuando las células se
someten a una seleccion con medio no suplementado con
nucledtidos. Ademds, si se induce la amplificacidn del gen dhfr
mediante dosis crecientes de MTX ambos genes pueden
coamplificarse e inducir la sobre-expresion de la proteina de
interes. De este modo, el mismo sistema DHFR que permite la
seleccién de clonas DHFR(+) nos otorga la ventaja de convertirse
en un sistema amplificable (33, 36).

2.2. Caracteristicas de la amplificacién

La estructura fisica del elemento extracromosdémico
amplificable se desconoce y el tamano de la regidén amplificada,
asi como el tamano de la unidad adyacente al gen son altamente
variables tanto de una célula a otra como entre lineas celulares

diferentes y en algunos casos el ADN amplificado resulta de
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duplicaciones invertidas en tandem (34, 35)..

Después de varios meses de cultivo en concentraciones
crecientes de MTX, se puede obtener una linea celular gue porta
mas de mil copias del gen dhfr. Generalmente, el tamano de las
unidades amplificadas mediante este sistema, estimada pox
andlisis citogeneticos, es altamente variable pero puede estar
entre una a 100 6 hasta 500 kpb.

Durante 1la propagacidéon de c¢élulas en cultivo, el ADN
amplificado puede sufrir cambios que comprenden: 1) Circulos de
ADN extracromosdémicos de tamafos variables, dependiendo de 1las
duplicaciones en tandem, 2) cambios en las posiciones de los
sitios de recombinacidén y/o 3) aumento en el 1indice de
mutaciones de la unidad amplificada, comparada con la copia Gnica

del gen original.

Los intermediarios extracromosémicos pueden aumentar de
tamano, formando estructuras multiples de si mismos y estas
secuencias son las que eventualmente se integran para formar

regiones homogéneamente tefiidas (HSRs) en los cromosomas.

Los genes amplificados en 1lineas celulares recientemente
resistentes, son inestables. Mds aun, cuando las células se
propagan en ausencia del agente selectivo, el gen amplificado
frecuentemente se pierde. El grado de estabilidad de los genes
amplifjicados en ausencia de 1la droga de seleccion puede
correlacionarse con la localizacion de los genes amplificados y

la complejidad de los rearreglos cromosémicos.

En las lineas amplificadas de forma inestable, los genes
dhfr se encuentran en regiones extracromosomicas, como elementos
de replicacién autdénoma denominados minidiplocromosomas (DMs),

los cudles no contienen centrdmeros y se pierden rapidamente
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cuando las células se reproducen en ausencia de un agente
selectivo.

En contraste, en las lineas celulares en las que los genes
amplificados son estables, las secuencias que han sido integradas
en el cromosoma se asocian a HSRs gue se mantendran y se
heredardn a las células hijas. En ésta ultima circunstancia, los
genes amplificados pueden mantenerse aun sin el agente selectivo
durante tiempo indefinido.
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3. ANTECEDENTES PARTICULARES

Para iniciar este trabajo parti de 1los siguientes
antecedentes (37):

1) En nuestro laboratorio se Jogrd aislar y clonar, a partir
de hipéfisis humanas, los ADNcs de las HGH de 20 y 22kDa. Estos
estan constituidos por un fragmento de aproximadamente 600 pb,
delimitadoc por los sitios de restriccién Aat II y Xma I ¥y
comprenden la casi totalidad de la regidn codificante del ADNc

para cada hormona.

2) Con la finalidad de inducir 1la expresidon de los ADNcCs en
cultivo, éstos se fusionaron por la parte 5' en el sitio Aat II
con una secuencia que codifica para el péptido sefial y el coddn
de iniciacidon de la transcripcion del gen hPL. Por la parte 3’
en el sitio Xma I, se ligaron a una secuencia que codifica para
sefales de poliadenilacidén y terminacidén de la transcripcién del
gen hGH_,. Esta fusion dio c¢omo resultado final un "minigen" para
cada ADNc (Figura 5), eéstos fueron incorporados, en forma
independiente, en el vector de expresidn eucaridtico pAVE2 dando
origen a dos plasmidos susceptibles de expresarse eficientemente

vy en forma transitoria, en células en cultivo.

Basdndome en estos logros, emprendi entonces la tarea de
obtener la expresion estable del minigen para HGH 20kDa en un
sistema que involucra la amplificacién del minigen, segin el
modelo CHO/DHFR/MTX anteriormente descrito. Utilicé la 1linea
celular CHODG44 DHFR(-) (36) y la transfecté con un plésmido que
portaba tanto el minigen de HGH20kDa como el ADNc gue codifica
para la enzima DHFR. Induje el proceso de amplificacidn vy
seleccidén de la informacidn genética introducida a las células
con la droga MTX, para convertir asi a 1la linea celular
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resultante en una productora estable y continua de 1la forma
recombinante de la variante. A la par de todos los experimentos
para HGH20kDa, llevé a cabo los mismos ensayos para HGH22kDa que
me sirvieron de testigo positivo a lo largo de éste trabajo, de
manera que finalmente logré la obtencion de lineas celulares
productoras de HGH20kDa y HGH22kDa.

*hPL #*% DNAc F'Ml
I : HGH 22k
Bam H! pct | Aat i Sma | Eco Rl
PROMOTOR VELTOR
CHUR DHFD MHCOkD P AUE2
Gen DMAc
AATAAA
cenal de poli—A
* Froamento de 79 pb %% Y5 pb adicionales
> 95% similar al de hCH. en el DNRc de HGHZ22kD

Figura 5. Estructura del minigen HGH. Se representa la estructura
del "minigen" que contiene el fragmento AatII-Smal del ADNc que
codifica para HGH20kba y (**) 1la forma alternativa para el de
HGH22kDa. Este minigen se reconstruyo utilizando para el extremo
5': un fragmento de 79 pb (*) correspondiente también a las
regiones 5' del gen (fragmento BamHl- Pstl) y del ADNc (fragmento
PstI-AatII) de hPL-3; para el extremo 3' se utilizd el fragmento
Smal-EcoRl1 que comprende la regidn para la senal de
poliadenilacidén (poli A) del gen hGH,,. Los sitios BamHl vy EcoRl
son sitios dnicos gue flanquean de la regidon codificadora en
ambos minigenes. Estos sitios los utilicé para llevar a cabo la
construccidn de 1los pléasmidos recombinates PNUTHGH20kD vy
PNUTHGH22kD (ver mas adelante en materiales y métodos).




OBJETIVOS E HIPOTESIS
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OBJETIVOS

Los objetivos fijados para llevar a cabo el presente trabajo
fuercen:

K. Construir plasmidos recombinantes gue expresaran en
cultivo celular, los minigenes HGH20kDa y 22kDa y que a
la vez permitieran la seleccién de clonas que los
portaran.

21 Introducir dichos plasmidos por transfeccidn, a c¢élulas
en cultivo y seleccionar las clonas producteoras de las
isiformas de HGH.

3. Derivar lineas sobreproductoras de las isoformas

induciéndoles amplificacién de los minigenes.

HIPOTESIS

La hipétesis de trabajo fué la siguiente:

"Si se explotan las ventajas del modelo CHO/DHFR/MTX para
introducir por separado, en cultivo celular, 1los minigenes
de HGH20kDa vy HGH22kDa e inducir su amplificacién por
exposicion vy seleccion con MTX, se pueden obtener lineas
celulares sobreproductoras de estas isoformas".



MATERIAL Y METODOS



25

1, ESTRATEGIA GENERAL DEL TRABAJO

Para lograr dichos objetivos, dividi el trabajo experimental
en tres fases dque se esquematizan en la figura 6 y describo a

continuacién:

I) En 1la primera fase obtuve los plasmidos recombinantes
pPNUTHGH20kD y pNUTHGH22kD qgue tienen la caracteristica de poseer,
ademds del minigen de interés, el ADNc de la enzima DHFR, el cual
sirve como gen de seleccién en células DHFR(-) transfectadas con
ellos. Caractericé estos plasmidos con enzimas de restriccién
diagndsticas y confirmada su identidad, obtuve sus ADNs en
grandes cantidades y en forma pura para realizar los sigquientes
ensayos de transfeccion (Figura 6, I). A lo largo de todos los
experimentos de expresidn utilice, como testigo negativo al
plasmido pNUT(-), que carece de secuencias codificantes para HGH
(38).

IT) La segunda fase del trabajo experimental consistid en
la introduccidn, por separado, de los plasmidos recombinantes en
células CHO DHFR(-). Las células portadoras de los plasmidos las
seleccicné utilizando medio & sin nucledtidos y posteriormente,
empleando dos estrategias para amplificar el numeroc de copias de
los minigenes incorporados a las células. Una consistid en
iniciar el esquema de amplificacidn con dosis bajas de MTX vy
aumentarlas en forma paulatina (Figura 6, Estrategia I) y la
otra en utilizar una dosis muy alta de MTX para iniciar la
induccidén de la amplificacidén (Figura 6, Estrategia II). Mantuve
los cultivos asi hasta su completa recuperacién en los cuales
determiné la expresidn de HGH por RIA (39) y por “Western Blot"
(40).
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IIT) En la tercera y ultima fase del trabajo, c¢on 1la
finalidad de corroborar la identidad e integracién de los
minigenes en el genoma de las células CHO, llevé a cabo analisis
cualitativos y cuantitativos del ARN y del ADN obtenidos de las
células que expresaban HGH20 & 22kDa, mediante la metodologia de
la reaccibn en cadena de la polimerasa (RCP) (41). Analicé
varios <cultivos productores de HGH y después de que confirmé la
integracién de los ADNcs en el genoma de las células, calculé el

nimero aproximado de copias del material genético amplificado.

La ejecucidn experimental de estas tres fases requirid de

los materiales y métodos descritos a continuacidn.
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2. ORIGEN DEL MATERIAL Y DE LOS REACTIVOS

El material requerido para el cultivo de células (pipetas,
botellas, tubos, cajas, filtrcs, unidades de filtracidn, etc.) lo
obtuve de Falcon (Lincoln Park, NJ, EUA}, In vitro (Ventura CA,
EUA), Promega (Madison, WI, EUA), Corning (New York, NY, EUA) y
Costar (Cambridge, MA, EUA).

Los reactivos necesarios para la preparacidén de soluciones y
medios de cultivos, asi como los suplementos para éstos
[precursores de nucledétidos, aminodcidos, suero bovino fetal
(SBF), etc.] los adquiri de Sigma Chemical Co. (Missouri, MI,
EUA) y Gibco-BRL (Gaithersburg, MD, EUA). El MTX lo compré de
Sigma.

Las enzimas de restriccidn las obtuve de varias casas
comerciales, como Bethesda Research Laboratories (BRL), New
England Biolabs (NEB; Beverly, MA, EUA), Boehringer Mannheim
{Indianapolis, IN, EUA) y Pharmacia (Piscataway, NJ, EUA) vy las
utiliceé de acuerdo a las recomendaciones del fabricante. El
estuche enzimatico para la sintesis de los ADNcs vy la enzima ADN
polimerasa Taq (Tag pol), los obtuve de BRL.

Los reactivos empleados en la elaboracidn de soluciones vy
amortiquadores, asi como los utilizados para la preparacidn, el
desarrollo y la tincidn de los geles, provenian tambien de varias
casas comerciales como Sigma, Merck (Darmstodt Germany), Aldrich
(Milwaukee, WI, EUA), IBI (Lakewood, NJ, EUA), BRL vy Casa Rocas,
S.A. {(Monterrey, N.L. México).

Los oligonucledtidos que utilicé en las reacciones de
amplificacidon por RCP fueron disenados en nuestro laboratorio y
adquiridos de Synthetic Genetics, Inc. (San Diego, CA, EUA).
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3. ORIGEN DEL MATERIAL BIOLOGICO

El plasmido pNUT (42) fué obsequiado a nuestro laboratorio
por el Dr. Richard Palmiter de la Universidad de Washington en
Seattle, E.U.A. Los plasmidos (pAVE2HGH20kD, pAVE2HGH22kD,
pNUT(-) y pCMvcat) y las bacterias (Escherichia coli de la cepa
RR1) provinieron de la coleccién existente en nuestra Unidad de

Laboratorios de Ingenieria y Expresidn Genéticas (ULIEG), en cuyo

laboratorio del Genoma realicé el presente trabajo.

La 1linea celular CHO/DG44 (36) la doné el Dr. Lawrence
Chasin de la Universidad de Columbia (New York, NY, EUA).

Los marcadores de peso molecular: LambdatHindIII+EcoRI y
pUC+Alu los preparo en el laboratorio Eddy Luz Cab Barrera.

Para la cuantificacién de HGH por RIA, utilicé un estuche
comercial de Diagnostic¢ Products Co. (Los Angeles, CA, EUA) y
para ello recibi el invaluable apoyo del personal del Servicio de
Endocrinologia de nuestro Hospital Universitario "Dr. José E.
Gonzalez".

La proteina HGH purificada de hip6fisis (h-HGH) y los
anticuerpos (primero y sequndo anticuerpos) que emplee para la
inmunodeteccidn por "Western blot" son generosos donativos de la
Dra. Angé€lica Salas, del Instituto de Investigaciones Biomédicas
de 1la UNAM. El anticuerpo de cabra anti-Ig total de conejo

conjugado con fosfatasa alcalina lo obtuve de Sigma.
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4, HETODOS

4.1, PRIMERA FASE: Clonacion de los ADNcs de HGH de 20 y 22kDa en
el plasmido pNUT.

Mediante técnicas estdndares de Biologia Molecular (43),
lleve a cabo la construccidén de los plasmidos pNUTHGH20kD y
pNUTHGH22kD, siguiendo la estrategia de clonacidn descrita en la
figura 7, a partir de los plasmidos pAVE2HGH20KD, pAVE2HGH22KD vy
pNUT. De los dos primeros plasmidos, recuperé 1los minigenes
HGH20kDa y HGH22kDa (1298 vy 1343 pb respectivamente) mediante
digestién con las enzimas de restriccién  BamHI y EcoRI, 1los
purifiqué por la técnica de electroelucidén (44) y finalmente los
transferi por subclonacidn al vector de expresidn seleccionado.

Como vector de expresidén elegi al plasmido pNUT (Figura 7),
gue originalmente portaba el gen hGH, bajo el control del
promotor del gen de la metalotioneina (pMT-I). pNUT también
contiene el ADNc de la enzima DHFR bajo el control del promotor-
potenciador (enhancer) del virus 40 del Simio (SV40) .
Aprovechando gue en pNUT el gen hGH esta flanqueado por los
sitios BamHI y EcoRI, utilicé estas enzimas de restriccidn para
remover el gen y obtener el vector (abierto BamHI - EcoRI), en el
gue inserté el minigen HGH20kDa & el de HGH22kDa, mediante
reacciones de ligacidon para asi construir los plasmidos
pNUTHGH20kD y pNUTHGH22kD.

pNUT(-) habia sido previamente preparado en nuestro
laboratorio, eliminandc la regién codificadora de hGH en pNUT
mediante digestidén con Smal y volviendo a cerrar el vector en una
reaccion de ligacidn (38).
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Figura 7: Estrategia de clonacién utilizada para el ensamblaje de
los minigenes HGH 20 y 22kDa, en el vector pNUT. Utilizando los
sitios de restriccién BamHl y EcoRl, aislé el fragmento de 1298
pb que porta la regidén codificante para HGH 20kDa y }a'fusione
con el vector pNUT (5247 pb) abierto en %os mismgs sitios para
generar el plasmido: pNUTHGH20kD. Utilicé 19 misma est;atggla
para la clonacién de pNUTHGH22kD solo que partiendo del plasmidso

pPAVE2HGH22kD.
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Los productos de las ligaciones los utilicé para transformar
bacterias (cepa RRI de E.coli) calcio-competentes (45). De las
colonias resultantes, elegi nueve correspondientes a cada
construccidén (n = 18) y las propagué para recuperar los plasmidos
por la técnica de minipreparacién por lisis alcalina (46). Para
demostrar la identidad e integridad de los plasmidos obtenidos,
los caractericé con enzimas de restriccidon diagnésticas Yy

electroforesis en geles de agarosa.

Elegi aquéllas clonas que presentaron el patrén de
restriccion esperado para pNUTHGH20KD y pNUTHGH22KD. Junto con
los plasmidos pNUT(-) y pCMVcat (obtenidos de la genoteca de la
ULIEG), los cultiveé a gran escala Y purifiqué mediante
ultracentrifugacidén en gradiente de cloruro de cesio. La pureza
Y concentracién de los plasmidos las determiné por

espectrofotometria y las corroboré por electroforesis en gel de

agarosa (43).
4.2. SEGUNDA FASE: Transfeccion, seleccion y amplificacién

4.2.1. Cultivo de células. Utilicé 1la 1linea celunlar
CHO/DG44 DHFR(-) va descrita (36) que cultivé en medio DMEM
suplementado <¢on SBF al 5%, aminodcidos no esenciales,
precursores de nucledtidos (timidina, desoxiadenosina e
hipoxantina, 10 mM de cada uno), sulfato de estreptomicina
(100 ug/ml) y penicilina (100 U/ml) e incubé a 37°C en una
atmésfera de CO_, al 5%.

4.2.1. Ensayos de la enzima cloranfenicol-acetil-—
transferasa. Analicé la eficiencia de transfeccidén de los
plasmidos en la linea celular CHO/DG44, mediante un ensayo
indirecto en el que determiné la actividad de 1la enzima
cloranfenicol-acetil-transferasa (CAT). Para esto, realicé
la co-transfeccion de cada unc de los tres plasmidos (7.5
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4g) Jjunto con el pldsmido pCMVcat (7.5 ug), mediante la
técnica de co-precipitacién del ADN con fosfato de calcio
(47). A las 48 h de la transfecciodon, deseché los
sobrenadantes de los cultivos vy recuperé las células
levantande directamente la monocapa con un raspador de
teflon. Lavé las células con solucidn salina fisioldgica
(0.85%), las centrifugué 5 min a 9,000 rpm y el botén
celular lo utilicé para la preparacidén de los extractos, los
cuales obtuve mediante tres ciclos continuos de congelacidn
(=170 °C) vy descongelacion (37 °C). Resuspendi 1los
extractos celulares en Tris HC1 250 mM, pH 7.4, en un
volumen final de 100 pl. La actividad de la enzima CAT la
determiné por el método descrito por Neumann y cols. (48),
utilizando 20 wul de cada uno de los extractos celulares
previamente preparados.

4.2.3. Determinacion de los niveles de toxicidad de MTX en
la linea celular CHODG44. Resembré las células en cajas con
pozos multiples (cajas c¢on 24 pozos de 2 cm® cada unoc) a una
densidad aproximada de 1X10* células/pozo. Las mantuve en
medio completo durante 48 h, que cambié posteriormente por
medio a adicionado con las diferentes dosis de MTX a probar
Ol i D325, OB 012055 BBy 100, 25,9:;750<0, ¢y 100 nM).
Utilicé cuatro pozos por cada concentracidon de MTX y ocho
pozos con medio completo sin MTX. Realice el ensayo por
triplicado y los cultivos los mantuve durante 10 dias bajc
estas condiciones, con cambios de medio fresco cada 4 & 5
dias. Para determinar el porcentaje de viabilidad celular,
utilicé 1la prueba de azul de tripano (49). Finalmente,
elegi la concentracién minima de MTX a la cual observe 90 a
100% de muerte celular.

4.2.4. Transfeccidon y seleccidn de células CHO/DHFR(+). Una

vez establecidas las condiciones del cultivo, inicié los
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experimentos de transfeccidn estable (34). Preparé cultivos
nuevos de las células CHODG44 y los mantuve con medio DMEM
completo hasta que alcanzaron un 50% de confluencia.
Realicé la transfeccion mediante 1la técnica de co-
precipitacidén del ADN con fosfato de calcio, empleando 15 ug
de cada uno de los plasmidos por caja de 100 mm.

Después de 48 h reemplacé el medio de cultivo por medio
a [sin nucledtidos, suplementado con 5% de SBF dializado
(SBFd, para eliminarle los nucledtidos y sus precursores),
aminoacidos no esenciales (sin glicina), sulfato de
estroptomicina (100 pg/ml) y penicilina (100 U/ml)] para
inducir la seleccidn de las células portadoras del plasmido.
Mantuve las ceélulas en medio a durante 18 dias, hasta lograr
la recuperacién de los cultivos y la seleccién de las
células CHO/DHFR(+).

4.2.5. Estrateqgia de amplificacidén con dosis crecientes de
MTX (33). Esta la llevé a cabo a partir de las células
CHO/DHFR(+) seleccionadas en el paso anterior. Para iniciar
el primer ciclo de amplificacidén, reemplacé el medio por el
mismo medio & pero adicionado con MTX a una concentracidén de
5 nM. Mantuve los cultiveos a esta dosis, con cambios de
medio fresco cada 4 o 5 dias hasta la completa recuperacién
de las células (por su apariencia al microscopio: fenotipo
normal, refringentes, no vacucladas y c¢on crecimiento
vigoroso hasta alcanzar confluencia). Posteriormente,
expandi los cultivos para obtener una poblacidén suficiente
para dividirla en 4 alicuotas, de las que utilicé una para
preservacion por congelacion, otra para aislamiento de ADN,
otra para aislamiento de ARN y la dltima para someterla al
siguiente ciclo de amplificacién. El scbrenadante de los
cultivos lo utilicé para el monitoreo de la expresion de HGH
por RIA. Llevé a cabo los ciclos de amplificacién con dosis



35

de 5, 10, 25 y 50 nM de MTX hasta que logré detectar la
expresion de HGH por "Western-blot".

4.2.6. Estrategia alternativa de amplificacion (50). Para
esta estrategia realicé la transfeccidn de las células en
forma similar a 1la anteriormente descrita, utilizando el
mismo lote de pldsmidos y la misma cantidad de ADN (15 ug).
Solamente gque después de la seleccién de 1las células
CHODHFR(+), el medio de cultivo lo cambié por medio o sin
nucleétidos vy adicionado con MTX a una concentracidén de
10,000 nM (10 uMy. Mantuve las células en esta
concentracion de MTX, con cambios de medio fresco cada 4 6 5
dias, hasta constatar la completa recuperacién de 1los
cultivos. El sobrenadante de los cultivos también lo
recuperé para la cuantificacion de HGH por RIA.

4.2.7. Deteccitén de HGH. Analicé la expresidn de las HGHs
en los cultivos wutilizando sistemas de deteccidn para
HGH22kDa, debido a que no existe ninguno especifico para
HGH20kDa. 1Inicié el seguimiento de la expresidén de las HGHs
mediante un RIA comercial para HGH22kDa vy lo continué con
"Western blot", utilizando también para éste, antisuero
anti-HGH22kDa.

La cuantificacién de HGH por RIA la hice directamente
en los sobrenadantes de los cultivos (200 pl) o haciendo
diluciones de éstos, con medio de cultivo a sin suero,
cuando los valores obtenidos eran mayores de 30 ng/ml y
estaban fuera de la curva de referencia del ensayo.

Después de varios tamizajes por RIA, elegl los cultivos
mis vigorosos Yy con mayor produccién de proteina para
expansién y congelacién. Finalmente, cuando la produccidn
de HGH fué suficiente, los tamanos moleculares de las
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proteinas producidas en cultivo los confirmé por "Western
blot". Por comparaciones entre los resultados obtenidos por
RIA, Western Blott vy previos estudios autorradiograficos
(38) deduje que el RIA para HGH22kDa detecta a la variante
de 20kDa con una eficiencia de alrededor del 10%. Una vez
que los cultivos alcanzaron niveles de expresién mayores de
100 ng/ml, por RIA, en los cultivos de HGH22kDa, continué el
tamizaje de los sobrenadantes mediante "Western blot". Para
esto, fue necesaria la estandarizacidén de las condiciones
del inmunoensayoe y la determinacién de la maxima
sensibilidad de esta técnica bajo las condiciones que yo
manipulaba en el laboratorio, utilizande las metodologias
descritas por Laemmli (51) y Towbin y cols (40).

4.2.8. Estandarizacidon del Western blot. Las pruebas
iniciales 1las hice utilizando 5 ug de h-HGH vy probando
diluciones (1:1, 1:10, 1:100, 1:1000 vy 1:10,000) de 1los
antisueros en solucion salina de fosfatos con 0.2% del
detergente Tween 20 (PBST). La sensibilidad la determine
utilizandoc diluciones seriadas de: 0, 1, 5, 10, 50, 100,
250, 500 y 1000 ng de h-HGH, cuantificada por el método de
Bradford (52) y confirmada por RIA. Para tamizar las
muestras, utilicé de 0.5 a 1 ml de los sobrenadantes de los
cultivos seleccionados, mantenidos previamente por 24 h en
medio «a sin suero, esto dltimo con dos finalidades; la
primera, la de eliminar toda la GH exdgena, presente en el
suero adicionado al medio de cultivo, que tiene reactividad
cruzada con los anticuerpos anti-HGH vy la segunda la de
evitar las proteinas presentes en el suero (albamina,
globulinas, etc.) que saturan la capacidad de resolucidn del
gel de poliacrilamida.

Para 1la electroforesis, precipité los sobrenadantes en
frio con tres vollimenes de acetona y los resuspendi en 50 ui
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de medio « sin suero. Desnaturalicé las proteinas por
ebullicién durante 3 min, en presencia de SDS y B-
mercaptoetanol (51) y enseguida las someti a electroforesis
en geles desnaturalizantes discontinuos de poliacrilamida-
SDS al 5% y 15%. Después de 1la electroforesis realicé la
electrotransferencia a filtros de nitrocelulosa (40). Para
bloquear las &reas libres de proteina en el filtro, éste lo
incubé durante 1 h a temperatura ambiente en “blotto" (una
solucidon que contiene leche en polvo descremada al 5%,
Tween-20 al 0.2% y albamina sérica bovina al 2 %, en PBS).

Para la reaccidn antigeno-anticuerpo utilicé tres tipos
de anticuerpos policlonales: a) un anticuerpo de cobayo
anti-HGH22kDa, con reactividad cruzada parcial para HGH20kDa
{primer anticuerpo), b) un anticuerpo de conejo anti-Ig
total de cobayo (segundo anticuerpe) ¥ ©) un anticuerpo de
cabra anti-Ig total de conejo, conjugado con fosfatasa
alcalina (texrcer anticuerpo). Incubé el filtro de
nitrocelulosa, previamente transferido v bloqueado, durante
1 h a 37 °C en soluciones de PBST conteniendo cada uno de
los anticuerpos y haciende tres lavados, de 30 min cada uno,
después de la incubacidn con cada anticuerpos. Para el
revelado de 1la reaccidn utilicé 10 ml de la mezcla de
sustratos cromogénicos que contenia: 66 pl de nitroazul de
tetrazolio (NBT) al 50% y 33 pl de 5-bromo, 4-c¢loro, 3-
indolil fosfato (BCIP) al 50%, en solucidén de PBST; estos
dos dltimos preparados en dimetilformamida.

4.3. TERCERA FASE: Analisis de la expresioén e integracion de los
ADNcs de HGH 20 y 22kDa mediante la RCP

Estos ensayos los realicée mediante la RCP, que en forma
general, consiste en la amplificacidén enzimdtica selectiva, in

vitro, de un fragmento de ADN que se quiere analizar y que
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generalmente estd presente en una mezcla muy compleja, donde es
dificilmente distinguible.

Las pruebas las hice a partir de ARN y ADN, aislados de las
células CHO que expresaron niveles de HGH 20 & 22kDa, detectados
por "Western blot" y que tenian mas de 6 meses en cultivo bajo
cualquiera de los dos esquemas de amplificacién con MTX. Para
esto, seleccioné los cultivos de mayor expresidén de HGH y los mas

vigorosos, expuestos a 50 nM 6 10 uM de MTX.

A partir de los cultivos previamente seleccionados
(aproximadamente de 8 a 10X10¢ cé&lulas por cultivo), aislé el ARN
total por el método de isotiocianato de guanidina-fenol-
cloroforme (53). La cantidad y calidad de los ARNs aislados la
determiné mediante espectrofotometria y electroforesis en geles
de agarosa-urea-acido (54), respectivamente.

El ADN genémico lo aislé mediante 1la técnica de CTAB/DTAB
(55), de <células CHO transfectadas productoras de HGH vy no
transfectadas (aproximadamente de 10X10¢® células por lote a
probar) y de leucocitos humanos (a partir de 300 ul de sangre
periférica). La cantidad y la calidad de los ADNs obtenidos las
determiné también por espectrofotometria vy electroforesis en gel
de agarosa (43).

La figura 6 (III) esquematiza la estrategia general sequida
para estos ensayos, pero antes de inciarlos, fué necesario
estandarizar las condiciones de la RCP (56).

4.3.1. Estandarizacidén de la RCP. Probé 1los siguientes
parametros:; el ADN blanco (0.25, 0.5 y 1.0 ug), 1los
oligonucledétidos (10, 25, 50, 100 y 200 pmoles), la enzima
Tag pol (1.25, 2.5 y 5 U) y el numeroc de ciclos de
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amplificacién (18, 22, 26 y 30 ciclos) en una reaccidn gue
ademds contenia desoxirribonucledétidos (dNTPs, 200 uM),
cloruro de magnesio (3 mM) y amortiguadoxr RCP (Tris HC1l 50
mM pH 9.0, NaCl 50 mM vy MgCl, 10 mM), todo esto en un
volumen final de 50 ul y adicionando a la mezcla una capa de
aceite mineral. La RCP la realicé en un termociclador
programable PTC 100 (MJ Research, Watertown, MA. EUA). Los
oligonucleodotidos utilizados fueron disenados en base a un
analisis computacional de las secuencias de los genes del
complejo hGH-hPL, wutilizando el programa "Genealign:
Multiple Sequences Alignment", versidén 5.4 (Intelligenetics-—
ICGEB, Trieste, 1Italia). Explotande la alta similitud que
existe entre estos genes, se buscaron las secuencias
compartidas flanqueantes a cada gen para asi encontrar las
regiones consenso gque nos permitieran la amplificacién
simultdnea de los c¢inco genes del complejo. De manera que
los oligonucledétidos resultantes tienen una complementaridad
perfecta a los extremos de los ADNcs de HGH de 20 y 22kDa y
también a los extremos de 1los cinco genes del complejo
multigénico hGH-hPL. La secuencia de dichos
oligonucledétidos es: 5'-GGGGATCCTGTGGACAGCTCACCTA-3' para
uno, y 5'-CCGAATTCCAGGAGAGGCACTGGGG-3' para el otro, e
incluyen en sus extremos 5' sitios de restriccién Gnicos
para las enzimas BamHl vy EcoRl, respectivamente. La
temperatura media de fusidén (Tm) de estos oligonucledtidos
la calculé con 1la férmula: Tm = 4°C para cada citosina ©
guanina + 2 °C para cada adenina o timina, obteniendo una Tm
de 80°C o mayor.

El ADN gue utilicé para estas pruebas de
estandarizacion provenia de los plasmidos pNUTHGH 20 y 22kDa
6 de ADN humano dJendmico. Esperaba que el producto
amplificado por la RCP a partir de los plasmidos generara
una banda de aproximadamente 750 pb, correspondiente al
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tamano de 1los ADNc de las HGHs, 1los cuales pueden
diferenciarse entre ambos con las enzimas de restriccion
PstI y Avall. Por otra parte, de la RCP del ADN gendmico
humano esperaba una banda de 1500 pb correspondiente al
tamario y a la amplificacion gimultanea de todos los genes de
la familia hGH-hPL.

Los resultados satisfactorios en estas pruebas
preliminares establecieron 1la utilidad del metodo para
identificar los tamafios de los ADNcs y de 1los genes
eucariodticos intactos y sirvieron como testigos positivos 6
bandas de referencia en todos los analisis de cuantificacidn
génica.

Una vez establecidas las condicioneés de la RCP, procedi
a hacer el analisis de la expresidén e integracidén de 1los

ADNcs transfectados.

4.3.2. Analisis de 1la expresidon de los ADNcs de HGH 20
Y 22kDa. Los ARNs previamente obtenidos de las tres lineas
los utilicé para la sintesis de la primera cadena de ADN
complementaria mediante la enzima transcriptasa inversa o
reversa del virus murino de Moloney (TR-VMM). Inicialmente,
las reacciones de transcripcidon reversa (TR) las estandarice
en el laboratorio, siguiendo el protccolo del fabricante.
Determiné como ideales para la reaccidon de TR las
condiciones siguientes: 5 ug de cada ARN en cada reaccidn
que contenia amortiguador de la enzima (Tris-HC1l 0.5 M, pH
8.3, KCl 40 mM, MgCl, 7mM, DTT 1mM, BSA 0.1 mg/ml), 2.5 uM
de hexameros al azar, 0.2 mM de DTT, 0.5 mM de dNTP's y 200
U de la enzima TR-VMM (40 U/ug de ARN) en un volumen final
de 50ul. Incubé las reacciones durante 1 h a 37°C y las
almacené a -20°C & las utilicé directamente para los

siguientes ensayos.
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Tomé 5ul (1/10 del volumen) de cada una de las
reacciones de TR que contenia los hibridos ARN-ADNc y los
someti directamente @ la amplificacidén por RCP, utilizando
las condiciones previamente establecidas. El éxito de la
amplificacién la verifiqué utilizando 3 pl del producto de
RCP, mediante electroforesis en geles de agarosa al 1.5% vy
la identidad de estecs productos la confirmé mediante
digestiones con las enzimas de restriccidn AvaII y PstI.

Para la caracterizacidén del producto amplificado emplee
un décimo del volumen (5 pul) de 1la reaccién de RCP y lo
digeri con 5 U de cada una de las enzimas a probar. Las
reacciones de digestidn las incubé a 37°C durante 3 h y el
andlisis de los productos digeridos 1o hice directamente,

mediante electroforesis en geles de agarosa.

4.3.3. Analisis de 1la integraciéon y establecimiento del
numero de copias por genoma, de los minigenes de 20 y 22kDa,
en las ceélulas CHODG44. Para determinar si las células
habian incorporado a su genoma los ADNcs transfectados,
llevé a cabo la reaccién de RCP a partir del ADN gendmico de
éstas, para asi confirmar si los ADNcs formaban parte de
dicho genoma. Utilicé 500 ng de cada uno de los ADNs
genomicos aislados a partir de las celulas transfectadas y
de las no transfectadas y los someti a amplificacidn por
RCP. La presencia de una banda de 750 pb indicaria la
integracidon de los ADNcs en los genomas.

Los ensayos de cuantificacidn los realicé utilizando
mezclas del ADN gendmico humano {estandar internoc = H) y ADN
gendmico de las células a analizar (problemas = 1, 2 & 3) y
probé dos alternativas de cuantificacidén por comparacidn de
las intensidades de las bandas problema con respecto a las
bandas del estandar interno (Figura 8) (57, 58).
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La primera (Estrategia A) consistid en mezclar
cantidades crecientes de ADN gendémico humano (0 a 500 ng)
con cantidades decrecientes de ADN gendmico de células en
cultivo (500 a 0 ng), manteniendo constante la cantidad
total de ADN (500 ng) (Figura 8, A). La segunda (EStrategia
B) consistid en la preparacidon de mezclas de cantidades
crecientes de ADN gendmico de células (0 a 500 ng) vy
cantidades constantes de ADN gendémico humano (500 ng)
(Figura 8 B). Las mezclas de ADNs 1las someti a
amplificacién por RCP de acuerdc a las condiciones
establecidas previamente. En el primer caso esperaba
propoxciones inversas de amplificacidén, mientras gque en el
sequndo caso esperaba encontrar un aumento de masa e
intensidad en la banda correspondiente al ADNc (750 pb)
bandas de grosor e intensidad constante correspondientes al
ADN genémico humano (1500 pb).

Como todos los resultados correspondieron a 1lo
esperado, permitieron establecer una metodologia para la
cuantificacion del productoe amplificado, al resolver éste en
gel de agarosa y detectar las bandas en cuestidn, tifiéndolo
con bromuro de etidio e irradidndolo con luz ultarvioleta.
Como testigo negativo de la amplificacidén génica con MTX,
utilicé al ADN gendmico de células CHODG44 DHFR(-) no
transfectadas, y comoc testigo negativo de la RCP, utilicé
una mezcla con todos los componentes de 1la reaccidn,
exceptuando al ADN.
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Figura 8. Estrategias utilizadas para la cuantificacion del
numero de copias geénicas. Se muestran los patrones de bandas
esperados para los productos de RCP, utilizando mezclas de ADN
con: A) cantidades crecientes 0 B) cantidades constantes de un
estandar interno (H) y A) cantidades decrecientes & B) cantidades
crecientesde los ADNs problemas a cuantificar.



RESULTADOS Y DISCUSION
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1. Los plasmidos pNUTHGH20kD y pNUTHGH22kD

pNUTHGH20kD y PNUTHGH22kD son el productc de la ligacidn del
vector pNUT (5247 pb) con alquno de los fragmentos BamH1-EcCoOR1
correspondientes al minigen HGH de 20kDa (1298 pb) 6 al de 22kba
(1343 pb). Las clonas obtenidas a partir de la transformacién de
las Dbacterias calcio-c¢ompetentes, con los productos de estas
ligaciones, las seleccioné y analicé con enzimas de restriccion
para confirmar su identidad.

La caracterizacion 1la hice con las enzimas PstI, Smal,

BglII, PvuIl, BamHl1 + Rsal vy confirmé 1la presencia de los
fragmentos insertados wutilizando cortes simultdneos con las
enzimas BamHl + EcoR1l, donde se observan los fragmentos de 5247 vy

-

1298 6 1343 esperados (Figura 10).

Como no se cuenta con la secuencia completa del pléasmido
PNUT, para la interpretacidén de los resultados de las
digestiones, me basé en los patrones de restriccidén generados por
los dos minigenes y utilicé como testigo a pNUT(-) gque no
contiene secuencias codificantes para HGH. La figura 9 muestra
los mapas de restriccidn correspondientes a los plasmidos
PNUTHGH20kD y pNUTHGH22kD resultantes, asi comoc el de pNUT(-),
debido a que fué incluido en las caracterizaciones. Los patrones
electroforéticos obtenidos para estos plasmidos, despues de
digerirlos con las enzimas de restriccidén mencionadas (figuras 10
y 11), confirmaron las identidades de cada uno. Por ejemplo, uno
de los sitios PstI se pierde junto con el fragmentc gque se
remueve en el ARNm de la 20kDa, de manera que, como muestro en la
figura 10, la presencia del fragmento de 206 pb en pNUTHGH22kD
(carril C+Pstl) y su ausencia en pNUTHGH20kD (carril B+Pstl),
determinan la identidad de ambos plasmidos. En la figura 10,
carril A+PstT observé unicamente una banda de aproximadamente

5400 pb, que corresponde a la linearizacidén de pNUT(-) con dicha
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enzima, debido a un sitio original que porta el vector. El resto
de las interpretaciones de las digestiones con las otras enzimas

lo hice de la misma manera.

Para 1la digestidn con la enzima Smal, obtuve 1a
linearizacién del plasmido PpNUT(-) vy 1la 1liberacidén de 1los
fragmentos esperados de 679 pb (carril B+Smal) y de 724 pb
(carril C+Smal) de pPNUTHGH20kD y pPNUTHGH22kD, respectivamente
(Figura 11). En todos los patrones electroforéticos obtenidos
después de las digestiones, observé claramente la diferencia de
tamario entre las bandas diagndsticas, correspondientes a HGH20kDa

O HGH22kDa, debida a los 45 nucledtidos de diferencia.
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Figura 9. Mapas de restriccidén vy organizacidon de 1los plasmidos
PNUTHGH20kKD, pNUTHGH22kD y pNUT(-). Aqui muestro los mapas de
restriccidén de los plasmidos pNUTHGH20kD, pNUTHGH22kD construidos
4 partir de los minigenes para HGH20kDa y HGH22kDa, asi como el

mapa de restriccidn de pNUT(-), obtenido de 1la genoteca de la
ULIEG y previamente reportado.
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Figura 10. Patrones electroforéticos de 1los plasmidos pNUT(-)
(carril A), pNUTHGH20kD (carril B) y PpNUTHGH22kD (carril C)
obtenidos después de cortes con las enzimas de restriccion Pvull,
Bam Hl+Rsal vy BamH1l+EcoRl. Carril M1 y M2: marcadores de peso
molecular. SE: ADN plasmidico (super-enrcocllado) sin digerir.

En la digestién con Pvull esperaba los fragmentos de 452 y 497
pb, asi como para BamHl+EcoRl 1los de 1298 y 1343 pb, para
PNUTHGH20KD ¥y pNUTHGH22kD, respectivamente; mismos que obtuve Yy
muestro en esta figura.
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Figura 11. Patrones electroforéticos de los plasmidos pNUT(-)
(carril A), pNUTHGH20kKD (carril B) y pNUTHGH22KD {carril ()
obtenidos después de cortes con las enzimas de restriccién PstI,

Smal vy BglII. Carriles M: marcadores de peso molecular. SE: ADN
plasmidico (superenrollado) sin digerir. SE puede observar la
linearizacién de pNUT(-) con Smal y la liberacidén de los
fragmentos de 679 pb (carril B+Smal) y de 724 pb (carril C+Smarl)
de pNUTHGH20kD y pNUTHGH22kD, respectivamente.
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Confirmada 1la identidad de los plasmidos, estos fueron
purificados junto con el plasmido pCMVcat a partir de un litro de
cultivo bacteriano mediante ultracentrifugacion en gradiente de
cloruro de cesio, para asi obtener ADN en la cantidad y pureza
requeridas para los ensayos de transfecciédn. Los resultados
obtenidos los enlisto en 1la tabla 3, concluyendo dque con
excepcion del rendimiento para pCMvcat, obtuve buenos
resultados, tanto en 1la pureza (Abs: 260/280) como en el
rendimiento (x = 500 ug/ml).

Tabla 3. Resultados de la purificacidn de
plasmidos en gradiente de cloruro de cesio.

Plasmido Pureza Rendimiento
Abs. 260/280 (ug)
pNUT(~) 2.0 1725
PNUTHGH20kD 1.9 1350
pNUTHGH22kD 1.8 800
pCMVcat 1.8 138

2. Ensayos de CAT en la linea celular CHODG44

Los resultados de la prueba de CAT, realizados para probar
la eficiencia de transfeccién de los plasmidos contruidos, los
muestro en la figura 12, El autorradiograma de la cromatografia
en capa fina del ensayo de la actividad de la enzima CAT mostrod
que el plédsmido pCMVcat transfectado habia entradoc a las células
con eficiencias equiparables, vya que las intensidades de las
manchas correspondientes a las formas acetiladas del
cloranfenicol, resultaron homogéneas entre los diferentes
experimentos. Como el plasmido pCMVcat 1lo introduje junto con
cada uno de los plasmidos de interés, inferi gque éstos plasmidos
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también se habian introducido a 1las células con eficiencias
similares y due estos a su vez podian ser ya utilizados en los
ensayos siguientes de transfeccidén. Las 1letras A, By C en la
figura 10 corresponden, respectivamente, al cloranfenicol marcado
radiactivamente, a la forma l-acetil-cloranfenicol y a la forma
1,3-diacetil-cloranfenicol. Como testigo negativo del ensayo de
transfeccién utilicé pNUT(-) sin co-transfectarlo con pCMvcat,
por lo tanto, no se observa la actividad de la enzima CAT.

A 0 O @ ©O—ORGEN

Figqura 12. Resultados del ensayo de CAT. La autorradiografia de
la cromatografia en capa fina muestra las formas: l-acetil y 1,3-
diacetil cloranfenicol (B y C respectivamente), productos de la
actividad de la enzima CAT, codificada por el plasmido pCMVcat y
expresada por las células CHO. Como testigo negativo de la
transfeccidon utilicé el plasmido pNUT sin co-transfectar y como
testigo del ensayo de CAT utilicé [**C]lCloranfenicol (A4).
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3. Ensayos de toxicidad del MTX en la linea celular CHODG44

En estos ensayos encontré que una concentracién de 5 nM o
mayor produce una muerte celular al 90% (Figura 13) y con base
en estos resultados, elegli a ésta concentracidén como la dosis

minima de MTX para iniclar el esquema de amplificacion.
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Figura 13. Ensayo de toxicidad del MTX en la linea celular
CHODG44. Se muestran los porcentajes de muerte celular
obtenidos al probar diferentes concentraciones de MTX en
cultivo. Cada uno de los datos obtenidos son el promedio de
cuatro determinaciones.

4. Expresion de HGH dtectada por RIA

Transfecté los plasmidos pNUT(-), pNUT HGH20kDa V4
PNUTHGH22kDa en las células CHODG44 y los sobrenadantes de los
cultivos los recoclecté 48 h después para determinar los niveles
iniciales de expresién de HGH cbtenidos por RIA, obteniendo 0.2
ng/ml para pNUT(-), 5.7 ng/ml para HGH20kDa vy 63.0 ng/ml para
HGH22kDa (estos valores fueron el resultado de tres
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transfecciones independientes) (Figura 14). El medio de cultivo
lo sustitui por medio a sin nucledtidos para iniciar la seleccidn
de células CHODHFR(+).

ng/ml
70
:'"1
60 Co PLASMIDO RIA DE HGH
50 % A. pHNUT(-) 0.2 ng/ml
A\ B. pHUTHGH20KD 5.7 ng/ml
40 ; , C. pNUTHGH22kD 63.0 ng/mi
30 il
20 illle
10 /i

Figura 14. Expresidén de HGH en células CHODG44 transfectadas.
Muestro los niveles de expresidén de HGH, determinados por RIA, en
células CHODG44, 48 h después de haberlas transfectado con 1los
plasmidos pNUT(-) (&), pNUTHGH20kD (B) y pNUTHCGH22kD (C). La
linea punteada representa los niveles de expresidén de la isoforma
de 20kDa, considerando que el RIA reconoce a esta isoforma
aproximadamente diez veces menos eficientemente que 1la isoforma
de 22kDa (ver texto),

Posteriormente, inicié el esquema de amplificacidén con una
dosis de MTX de 5nM y continué con dosis de 10, 25 y 50nM. Como
muestro en la figura 15, cada paso de amplificacion tomé de 8 a
10 semanas en completarse y a los 9 meses de haberse iniciado el
experimento, los valores de RIA de HGH 20kDa, considerando que la
eficiencia del RIA diseflado para HGH2Z2kDa para detectar a esta
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variante es del 10% (Rincén Limas, et al), eran aproximada y
aparentemente de 8.0 ng/ml, mientras que los de HGH22kDa eran de

80 ng/ml; sin embargo, las hormonas aun no eran detectables por
"Western-blot" (Figura 13)

Alternativamente a estos procedimientos, determiné la
sensibilidad del "Western blot" Dbajo nuestras condicicnes de
laboratorio. Utilizando diluciones de h-HGH22kDa, encontré que
la sensibilidad de esta prueba en los diferentes ensayos fué de
100 ng, lo que explicaba el porgué la expresion de HGH aun no era
detectable por "Western blot".

* HORMONAS:
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—a— HEGH20kD
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Figura 15. Expresion de HGH20 y 22kDa en cultivos sometidos
inicialmente a dosis bajas de MIX y continuando con dosis
crecientes de la droga (Estrategia A). Despues de la
transfeccidén, las células las someti a seleccidon con medic a y
posteriormente a amplificacién con dosis crecientes de 5, 10, 25
y 50 nM de MTX. En la grafica mustro los niveles de HGH 20 y
22kDa, determinados por RIA, expresados en dichos cultivos a lo

largo de los esquemas de amplificacién. Cada cambio de dosis la
realicé aproximadamente cada 8 semanas.



54

Con estos resultados decidi iniciar una estrategia
alternativa de amplificacién que nos condujera a una seleccidn ya
no gradual, sino mds bien de choque, por lo que emplee dosis muy
altas de MTX. Esto con la finalidad de inducir una amplificacidn
génica, que aunque riesgosa, fuera a la vez més rapida. Realicé
la transfeccidn utilizando 1las mismas condiciones de 1la
estrategia gradual y cuantifiqué por RIA la expresién de HGH, 48
h después de la transfeccién (0.0 ng/ml para pNUT(-), 4.6 ng/ml
para pNUTHGH20kD vy 48.9 ng/ml para pPNUTHGH22kD (Figura 16).
Estos resultados fueron semejantes a 1los obtenidos en 1las
transfecciones 1iniciales vy la relacidén de 10 a 1 entre los
valores de HGH22kDa con respecto a HGH20kDa, seguia
manteniéndose.

ng./ml
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f. pHUT(-) 0.0 ng/ml
B. pHUTHEH20KD 4.6 ng/ml
C. pNUTHGH22KD | 48.3 ng/ml

- e e e e g e ey
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Figqura 16. Niveles de expresion de HGH, 48 h después de la
transfeccidon, en cultivos previos a inducir la amplificacién
genica con dosis iniciales altas de 1la droga (Estrategia B). La
transfeccidén la realicé en las mismas condiciones que para la
estrategia I y la descripcidén de la fiqura es igual a la de la
figura 14.
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Posteriormente, adicioné MTX a una concentracién de 10 puM a
las células vy continué simult&neamente con ambas estrategias.
Igualmente, el sequimiento de la expresion de HGH lo realicé en
los sobrenadantes de los cultivos.

A los 30 dias de mantener estos nuevos cultivos, observé
diferencias significativas en la expresidén de HGH entre éstos y
los cultivos de la estrategia gradual: las células cultivadas a
dosis altas (10 uM) de MTX expresaban casi tres veces mads hormona
(25 ng/ml de HGH20kDa) que las que tenian ya 10 meses de haber
iniciado con la amplificacidén gradual y apenas estaban a dosis de
50 nM de MTX (8 ng/ml para HGH20kDa) (Figura 17).
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RN ESTRATEGIA II ¢1 mes en cultive, 10uM de MTX)

Figura 17. Comparacion de la expresiéon de HGH en cultivos
sometidos a ambas estrategias de amplificacién. En esta tabla se
observa la notable diferencia en los niveles de expresion de HGH
a 30 dias de mantener cultivos simultdneos con diferentes
estrategias de amplificacién. Las barras blancas corresponden a
los niveles obtenidos mediante amplificacidn con dosis crecientes
de MTX vy las barras negras corresponden a las generadas por la
estrategia alternativa. La cuantificacidén de la hormona presente
en los sobrenadantes de los cultiveos la hice por RIA.
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5. Expresién de HGH detectada por Western blot

Cuatro meses después de continuar con ambos protocolos,
logré la deteccidn de HGH20 y 22kDa por "Western blot" en algunos
de los cultivos gue estaban con 50 nM de MTX (estrategia I 6
gradual) vy en uno solo de los que estaban con 10uM de MTX
(estrategia II &6 de choque) (Figqura 18). De estos cultivos
seleccioné los mas vigorosos y de mayor produccidén de HGH: un
cultivo productor de HGH 20kDa seleccionado a 50 nM de MTX, uno
de HGH22kDa seleccionado a 50 nM de MTX y uno de HGH 20kDa
seleccionado a 10 uM de MTX, v los someti al anédlisis de la
expresion e integracidn de los ADNcs. El resto de las celulas

las conservo en congelacidén a -170°C (nitrégeno liguido).

(=7 a0 —22K
—20K

Figura 18. Expresion de HGH 20 y 22kDa determinada por Western
blot. Se muestran los resultados del analisis por Western blot
realizado a partir de los sobrenadantes de los cultivos mas
vigorosos gque presentaron niveles de mayor expresion de HGH,
previamente cuantificados por RIA. Logré demostrar la presencia
de HGH20kDa (carriles 1 vy 3 1indicados con PpNUTHGH20kKkD) en
cultivos con dosis de 50 nM y 10 pM de MTX Yy la presencia de
HGH22kDa (carril 2, indicado con pNUTHGH22KkD) en cultivos con
dosis de 50 nM de MTX. Como testigo positivo (carril +) utilicé
h-HGH22kDa purificada a partir de hipéfisis y como testigo
negativo (carril -) utilicé medio alfa sin suero.
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Debo notar gue observé cambios en el fenotipo de las células
cultivadas con 10uM de MTX. Los cultivos no lograron la
recuperacidén total ain después de un tiempo prolongado de cultivo
en presencia de MTX. La mayoria de las células estaban
redondeadas y no adquirieron su fenotipo fibroblastoide, adn en
cultivos frescos resembrados a muy baja densidad; la capacidad de
unién a las superficies disminuyd también y la produccidén de HGH

Se mantuvo sin aumentos significativos.

Estos resultados contrastaban con los que obtuve en 1los
cultivos de la estrategia I gradual, en los que, la recuperaciodn
de las células tomaba de 8 a 10 semanas, pero finalmente lograba
obtener cultivos vigorosos, fenotipicamente normales; tomando en
cuenta que la expresidon de HGH, aunque a niveles bajos, siempre
se mantuvo en aumento. De tal manera que con estas diferencias,
finalmente llegaron a igualarse los niveles de expresién de ambas
estrategias, alin después de que estaban desfasadas en el tiempo y

en la produccion inicial.

6. Estandarizacién de la RCP

Después de probar cada uno de los elementos necesarios para
la RCP, estableci los parametros ideales de la reaccidén (Tabla 4)
para obtener la amplificacidon éptima y de mayor especificidad
para los ADNcs o los genes del complejo hGH-hPL.

Los parédmetros indicados los determiné después de probar
diferentes concentraciones de cada uno de los elementos de la
reaccién de RCP vy diferentes temperaturas en cada paso. En todas
las reacciones que fuil realizando a lo largo del trabajo utilicé

los parametros para la RCP descritos en la tabla siguiente.
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Tabla 4. Parametros para la reaccion de
amplificacién (RCP)

e —

PARAMETRO VALOR

de la reacciodn

* ADN gendmico & 500 6 5 ng,
plasmidico respectivemente.

* Oligonucledtidos 50 pMoles de cada uno

* dNTPs 200 uM

* Cloruro de Magnesio 3 mM

de los ciclos

* Numero de ciclos 25 ciclos
* Temperatura de
desnaturalizacidn 94 °C/ 1.5 min.
* Temperatura de
alineamiento 60 °C/ 1.0 min.
* Temperatura de
polimerizacion 72 °C/ 1.5 min.
* Extensiodon prolongada 72 PE/ 5.0 min.
T Analisis por RCP de la expresidén de los ADNcs transfectados

La figura 19 muestra 1los resultados obtenidos en la
deteccidén de transcritos derivados de los minigenes. En el
andlisis directo del productc amplificado a partir de los
hibridos ARN-ADNc, obtuve las bandas de tamafo esperado (de
aproximadamente 750 pb) correspondientes a los ADNcs de HGH 20 ©
22kDa y ademds se observaba claramente la ligera diferencia de
tamafioc de las bandas para HGH20kDa, debida a 1los 45 nucledtidos
ausentes en esta variante (figura 19).

Adicionalmente, los productos amplificados los digeri con
las enzimas de restriccién Avall y PstI. Los patrones de la
digestidn de dichos productos myestran los perfiles
electroforéticos caracteristicos esperados para 1los ADNcs de HGH
20 y 22kDa.
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Como se observa en 1la figura 19, el resultado de 1la
digestion con Pstl, de los productos amplificados a partir de
hibridos ARN-ADNc de 1las ceélulas que expresaban HGH20kDa, fué
satisfactorio ya que se obtuvieron las bandas esperadas de 690
pb. Por otro lado, también se observan las bandas de 485 y 241
pb correspondientes a los hibridos ARN-ADNc de las células que
expresaban HGH22kDa. Los tamafios y los patrones de las bandas
obtenidos en este ensayo confirmaron la identidad de 1los
minigenes de HGH20 vy 22kDa en los cultivos respectivos, asi como
gque la expresién de HGH se esta llevando a cabo a partir de los
ADNcs que introduje a las células.

Pstl | Avall

|,3 =20 D
2=22 kD

Figura 19. Analisis del producto amplificado a partir de 1los
hibridos ARN-ADNc. En el analisis directo se observan las bandas
de tamafio esperado (de aproximadamente 750 pb) correspondientes a
los ADNcs de HGH20kDa (carriles 1 vy 3) & HGH22kDa (carril 2) y
ademéas claramente se aprecia la ligera diferencia de tamano de
las bandas para HGH20kDa, debida a los 45 nucledotidos ausentes en
la variante. Se muestran también, los productos de éstos, despues
de digerirlos con las enzimas Pstl y Avall. Carriles M1l y M2:
marcadores de peso molecular.
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8. Analisis de la integracidén de los ADNcs

Ya que para estos ensayos utilicé ADN gendomico de alto peso
molecular de las células gque expresaban HGH de 20 6 22kDa, con la
presencia de las bandas de 750 pb correspondientes al tamano de
los ADNcs de las HGHs, puedo infexir gque habia logrado la
integracion de los ADNcs correspondientes a HGH 20 6 22k en el
genoma celular. La ausencia de bandas en el producto
amplificado a partir del ADN gendmico de células no transfectadas

confirmaba los resultados.

9. Determinacioén del nimero de copias

Las estrategias utilizadas para la cuantificacidn del namero
de copias de 1los minigenes por genoma celular, las validé al
utilizar en wuna prueba de RCP: ADN gendmico de humano, ADN
genomico de las células transfectadas ¢ mezclas de ambos; logré
obtener bandas muy nitidas de 1550 pb y 750 pb respectivamente y
de ambos tamanios en el dltimo caso.

Para determinar el numero de copias de los minigenes de HGH
en el genoma de las células, hice lo siguiente: localicé en el
gel las bandas correspondientes al producto amplificado a partir
de las células (750 pb) y las correspondientes al producto
amplificado a partir del ADN humano (1500 pb). Posteriormente
elegi las bandas (una de 750 pb y otra de 1500 pb) gue fueran
semejantes en intensidad y grosor. Finalmente, calculé el namero

de copias con la siguiente ecuacién que desarrollé:

# de copias = (H/P) x A x 2 , en donde:

H = Concentracidon del ADN de humano con la que inicié la RCP, de
la banda seleccionada de 1500 pb.

P = Concentracién del ADN a cuantificar con la que inicié la RCP
(banda de 750 pb seleccionada).

A = Numero de copias del gen o fragmento génico del ADN blanco
gque did origen a la banda de 1500 pb (cinco en el caso de la
familia multigénica hGH-hPL).
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2 = Factor de correccidén debido a que la cantidad de ADN en una
banda de 750 pb debe ser el doble para gque pueda observarla
de la misma intensidad que una de 1500 pb

Aplicando esta férmula, calculé el nimero de copias
amplificadas para cada uno de los cultivos elegidos y "encontreé
que, para el cultivo que expresaba HGH20kDa mantenido a 50 nM de
MTX, tenia un promedio de 130 copias por genoma. Este dato lo
cbtuve promediando los resultados obtenidos mediante las dos
estrategias de cuantificacidn: 120 y 150 copias segun la
estrategia A y B, respectivamente. Para 1los cultivos que
expresaban HGH22kDa, mantenidos a 50 nM de MTX, tenia
aproximadamente 15 copias por genoma celular y para los cultivos
de HGH22kDa mantenidos a 10 uM tenia 30 copias amplificadas, por

genoma celular.

Las figuras 20, 21, 22 y 23 muestran los resultados
obtenidos en estos ensayos. Como podemos ver, el mayor numero de
copias obtenido para 1la amplificacién del minigen para la
HGH20kDa en la estrategia de dosis crecientes de MTX, senala que
a la larga ésta fue la estrategia mas adecuada para inducir
sobreproduccion de proteinas en cultivo.
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1 23456789I|0CH

Auc
hGH /hPL 1500
20 kD 750
90 nM MTX
ONA humano = 300 ng
DNA CHO = 200—40.7 ng
(4= 300.25nq)
Figura 20. Cuantificacidén del numero de copias en Ja linea

celular productora de HGH20kDa, resistente a 50 nM de MTX. En
este caso utilicé la estrategia "B" de dosis constantes del
estandar interno (hGH/hPL) y decrecientes del ADN Problema. Elegi
las bandas del carril 4 como las semejantes en intensidad. Para
la banda de 1500 pb la concentracién inicial de ADN blanco fué de
300 ng y para la banda de 750 pb la concentracién inicial fué de
25 ng.

Empleando la formula: # de copias =(H/P) x A x 2, obtuve:

# de copias = (300/25) X 5 X 2 = 120 copias por genoma para
esta linea celular.
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| 23456789CHM

nuc
hGH/ hPL 1500
22 kD 750
50 nM MTX
DNA humano = 300 ng
DNA CHO= 200—»0.7ng
(1= 300200 ng)
Figura 21. Cuantificacidon del nimero de copias en la linea

celular productora de HGH22kDa, resistente a 50 nM de MTX. En
este caso utilicé la estrategia "B" de dosis constantes del
estandar interno (hGH/hPL) vy decrecientes del ADN problema.
Elegi las bandas del carril 1 como las semejantes en intensidad.
Para la banda de 1500 pb la concentracion inicial de ADN blanco
fué de 300 ng y para la banda de 750 pb la concentracion inicial
fué de 200 ng.

Empleando la férmula: # de copias =(H/P) x A x 2, obtuve:

# de copias = (300/200) X 5 X 2 = 15 copias por genoma para
esta linea celular.
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fidcC
1500
— 7580
DNA humgno = 300 ng
DNA CHO = 200—p0.7ng
Figura 22. Cuantificacién del numere de copias en la linea

c¢elular productora de HGH20kDa, resistentes a 10 uM de MTX.
Utilicé la estrategia "B" de dosis constantes del estandar
internoc (hGH/hPL) y decrecientes del ADN problema.

Elegi las bandas del carril 2 como las semejantes en intensidad.
Para la banda de 1500 pb la concentracion inicial de ADN blanco
fué de 300 ng y para la banda de 750 pb la concentracidén inicial

fué de 100 ng.
Empleando la formula: # de copias =(H/P) x A X 2, obtuve:

# de copias = (300/100) X 5 X 2 = 30 copias por genoma para
esta linea celular.
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nuc
1500 hGH/ hPL
750 20kD
50 nM MTX
DNA humano= | 00 —P1000 ng
DNA CHO = 100 ng
(5=1000:100 ng)
Figura 23. Cuantificacién del numero de copias de la linea

celular productora de HGH20kDa, expuesta a 50 nM de MTX. En este
caso utilicé la estrategia "A" de dosis decrecientes del estandar
interno (hGH/hPL) pero con dosis constantes del ADN problema.
Elegi las bandas del carril 5 como las semejantes en intensidad.
Para la banda de 1500 pb la concentracidén inicial de ADN blanco
fué de 1000 ng y para la banda de 750 pb la concentracidn inicial

fué de 100 ng.
Empleando la fdérmula: # de copias =(H/P) x A x 2, obtuve:

# de copias = (1500/100) X 5 X 2 = 150 copias por genoma
para esta linea celular.



CONCLUSIONES
Y PERSPECTIVAS
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DISCUSION Y PERSPECTIVAS

En este trabajo logré: 1) la obtencidn de lineas celulares
que producen en forma estable HGH20 kDa, asi como la isoforma de
22kDa (que nos sirvid de referencia); 2) la amplificacién génica
de 1los ADNcs de HGH20 vy 22kDa dentro del g¢genoma de las celulas
CHODG44, mediante dos estratégias alternativas de amplificacion;
3) la demostracidén de su integracidén al genoma de las células
CHO; 4) la determinacién del nimero de copias por genoma de los
minigenes de 20 y 22 kDa y 5) la identificacidn de las proteinas
recombinantes de HGH de 20 y 22 kDa.

El éxito de este trabajo se basd en la seleccidén del modelo
experimental utilizado (El1 Modelo CHO/DHFR/MTX, pagina 18). Con
respecto a la obtencién de las lineas celulares, es importante
enfatizar gque esta es la primera vez que se obtiene una linea
celular eucaridtica productora de HGH20kDa y que en un futuro
cercano nos permitira tener las cantidades adecuadas de hormona
pura e idéntica a la natural para cumplir con 1los futuros
objetivos porpuesto, Un logro adicional fué la obtencidn de la
la linea productora de HGH22kDa, vya que éesta no estaba
contemplada en el disefloc inicial de este trabajo. Esta se
originé debido a que no se cuenta con wuna técnica sensible de
deteccidon de HGH20kDa y esta hormona da una reaccidn cruzada muy
pobre con los anticuerpos que reconocen a la de 22kDa para la
cual ya se tienen sistemas de RIA muy precisos y sensibles. Asi,
desde los primeros experimentos para la HGH20kDa realice
experimentos en paralelo para la HGH22kDa y de esta manera logré
una cuantificacidén aproximada de 1los niveles de expresidén de
HGH20kDa, al extrapolarle los niveles obtenidos para HGH22kDa.
Ademéds de lo anterior, fué importante generar lineas
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sobreproductoras de HGH de 22kDa, puesto que esta isoforma es de
gran interés biotecnolégico y siempre serd el punto de referencia
para cualquier estudio que deseemos emprender sobre la isoforma
de 20 kDa.

Con respecto a 1las dos estretegias de amplificacidon que
emple¢, ambas han sido utilizadas para la produccién estable de
varias proteinas recombinantes con resultados satisfactorios
(59). Sin embargo, hasta ahora no se habia reportado un andlisis
comparativo gue estableciera cual de las dos era mas eficiente y
confiable.

En este caso, en los primeros 30 dias observé diferencias
significativas de expresion entre una y otra estrategia. Sin
embargo, 1los siguientes resultados fueron sorprendentes: Las
células cultivadas directamente a 10 uM de MTX no lograron la
recuperacion completa después del desafio con la droga, perdieron
el fenotipo original y los niveles de expresidon de HGH decayeron.
La estrategia de las dosis <crecientes fue la mds favorable en
estos experimentos probablemente porque le permite a las células
seleccionadas el tiempo suficiente para reponerse a la agresion
farmacolégica Y utilizar principalmente el mecanismo de
duplicacién génica para generar la resistencia al MTX. En el
caso del desafio tipo chogque con una dosis alta de MTX, es
probable que las c¢élulas seleccionadas hayan utilizado también
alguna de las otras alternativas de resistencia, pues los numeros
de copias de¢ 1los genes hGH no eran tan grandes como los de las
células de la alternativa gradual.

Los resultados exitosos con la estrategia de dosis altas de
MTX obtenidas por otros grupos, pueden explicarse si se
consideran factores como las condiciones de cultiveo, las
caracteristicas del plasmide transfectado, 1la 1linea celular
elegida, las caracteristicas de las proteinas recombinantes a
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expresar y 1las alternativas de los mecanismos de resistencia
celular de MTX antes mencionados. Acturalmente, tenemos niveles
de expresién de 1.0 a 2.0 pg de proteina/l10° células/dia en
cultivos expuestos a 250nM de MTX por 1la técnica gradual,
mientras que 1los cultivos en 10 uM se mantienen en niveles de
produccién de aproximadamente 0.5 pg/10® células/dia de 1la
hormona.

Antes del advenimiento de la RCP, la cuantificacidén del
numero de copias de un gen en en un genoma celular se realizaba
principalmente por Southern blot, la metodologia mas accesible en
la mayoria de laboratorios de bioclogia molecular. Sin embargo,
esta técnica requiere del uso de grandes cantidades de ADN
(minimo 10 ug), isbétopos radiocactivos, 4 a 5 dias de trabajo vy
personal eficientemente entrenade para ello. En este trabajo,
confirmé la integracién de los minigenes de HGH en el genoma de
las células mediante la técnica de RCP, la cudl resultd ser muy
ventajosa al c¢omparar los parametros mencionados del metodos
tradicional de Southern-blot. Determiné el nimero aproximado de
copias de ambos ADNcs que se lograron amplificar en cada una de
las dos alternativas de amplificacién con MTX. Hasta ahora no se
tiene explicacion de porqué el minigen HGH20kDa amplificé mas gue
el de HGH22kDa, Posiblemente se deba a la forma en que estos
ADNcs se hayan integrado al genoma de la célula (el cromosoma, el
sitio, la orientacion, etc.), sin embargo, estos resultados
fueron muy satisfactorios para nosotros.

La deteccidn inicial de los niveles de expresion de HGH la
realicé dudnicamente por RIA, dado a la gran sensibilidad vy
especificidad de esta metodologia al wutilizar anticuerpos
especificos marcados con *2°1 (detecta niveles de 1 a 30 ng/ml),
siendec mas sensible que el Western blot {(con niveles minimos de
deteccidon de 100 ng totales). La diferencia tan marcada en los
niveles de expresion entre HGH22kDa y HGH20kDa observada por RIA
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es realmente un artificio, que se explica porque el estuche
comercial para deteccidén de HGH por RIA utiliza anticuerpos
policlonales altamente especificos para HGH22kDa que reconocen
pcbremente la variante de 20kDa. Estos 1resultados fueron
apoyados por observaciones anteriores realizadas en nuestro
laboratoric (37) y por 1los hallazgos de otros grupos de
investigadores (32). Ademas es notable gue siempre se mantuvo
una relacidn aproximada de 10 a 1 para los niveles de HGH22kDa
con respecto a los de HGH20kDa en todas las determinaciones.
Consecuentemente, decidi que los alentadores resultados de la
expresidon de HGH22kDa eran justificadamente extrapolables a HGH
de 20kDa.

Podemos decir que la ldentidad de nuestra proteina de
interés fué parcialmente probada al wutilizar para el Western-
blot, los anticuerpos policlonales especificos anti-HGH22kDa,
pero el tamano (20kDa) obtenido para nuestra proteina finalmente
nos confirmaba su presencia. No obstante hemos verfificado ya 1la
actividad funcional de las HGHs recombinantes producidas in
vitro, en el modelo de diferenciaciodn de fibroblastos
preadipociticos de la 1linea celular 3T3-F442A hacia adipocitos.
Nuestros estudios demuestran que ambas isoformas de HGH
secretadas por los cultivos son capaces de inducir la conversidn
adipocitica de 1los <fibroblastos preadipociticos, aungque con
diferencias en sus potencias (37).

Finalmente, en forma resumida podemos decir que las
perspectivas de trabajo que se generaron con los resultados de
esta tésis son las siguientes: l) Desarrollar un sistema de
inmunodeteccion especifico de HGH2(0kDa, 2) Llevar a cabo estudios
bioguimicos que permitan distinguir entre la actividad de HGH 22
y de 20kDa, 3) Contribuir a delinear el papel biolégico vy el
probable papel farmacoldgico de esta variante y 4) valorar su
posible potencial biotecnolégico. Actualmente algunos de las

perspectivas anteriormente mencionadas ya estan siendo abordados.
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