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RESUMEN.

La hormona de crecimiento de pollo (cGH) ejerce diversos efectos metabélicos
(Scanes, 1986). Como explicacién de esta variacion funcional, una hipdtesis propone
que la hormona es una familia de proteinas homélogas donde cada variante ejerceria
efectos fisioldgicos relativamente especificos, En apoyo de esta hipétesis, hemos
demostrado que en la hipéfisis, la ¢GH es polimérfica y que dos de sus variantes de
carga muestran efectos diferentes en dos bioensayos homodlogos (Arémburo et al.
,1990a), Sin embargo, se ignoraba si la heterogeneidad hormonal observada en la
hipéfisis se expresnba en la circulacidn, lo cual apoyaria ¢l hipotético papel funcional
diversificador de las variantes de la cGH,

El presente trabajo tuvo como primer objetivo demostrar y comparar la
heterogeneidad molecular de la ¢GH hipofisiaria y circulante. Asimismo, con el intesés
de profundizar en el estudio de los mecanismos de generacion de dicha heterogeneidad,
se intentd demostrar si la fosforilacién 47 ¢7éro de la ¢GH (Aramburo et al., 1989a;
1990b) es un proceso especifico y si puede explicar, al menos parcialmente, la
existencia de variantes de carga. Paralelamente, como ultimo objetivo, se probaron y
optimizaron diversas técnicas para ¢l aislamiento de las variantes de carga de la ¢cGH.

Para evidenciar el polimotfismo de la cGH en el suero, se aislé la hormona mediante
una cromatografia de inmunoafinidad (acoplada con anticuerpos monoclonales
c-GH). La heterogeneidad molecular de la ¢GH sérica se compard al patrén obtenido
con extractos hipofisiarios frescos de pollos, mediante diversas técnicas
electroforéticas. La variante glicosilada obtenida a partir de 1a ¢GH sérica (Berghman
et el,, 1987; Aramburo et al, 1991) sc purificéd por una segunda cromatografia de
afinidad (concanavalina A-sefarosa).

Como scgunda parte del estudio, se realizaron ensayos de fosforilacion 4z sztro de
la ¢GH, y de otras GHs y PRLs, con fa proteina cinasa dependients de AMPc (APK) y
y~R2ATP. Las variantes fosforiladas se analizaron por electroforesis, por
inmunoelectrotransferencia y por autorradiografia, A la par, también se determinaron las
cinéticas de fosforilacidn de las diferentes GHs y PRLs, asi como el contenido de
fosfato esterificado a las preparaciones hormonales puras como un indice del grado de
especificidad de la modificacion por fosforlacion.

En este estudio se confirmé la heterogeneidad molecular de Ia cGH, y se demostrd la
existencia de variantes de masa, de carga y glicosilada de la hormona, tanto en la
hipéfisis como en el suero. La gran similitud encontrada entre las isoformas de la
homona en ambos tejidos nos permite sugerir que las variantes de la hormona son
secretadas a la circulacién. Asimismo, se demostsd que la ¢GH, asi como otras GHs y
PRLs, son fosforiladas o7 s7Zzvpor la APK de manera altamente especifica, Por las
cinéticas de fosforilacién se demostrd que la incorporacién de fosfato es un proceso
dependiente del tiempo y saturable. Por otro lado, la presencia de fosfato en las
preparaciones puras de las hormonas sugiere que la transformacion por fosforilacion es
real. En su conjunto, estos datos apoyan Ia hiptesis de que las variantes de la ¢GH son
reales y potencialmente podrian ejercer diferentes efectos sobre los drganos blanco. Asi
también, demostramos que la fosforilacién es un mecanismo plausible en la formacién
de las variantes de carga de la cGH. Finalmente, después de probar distintas técnicas,
el isoelectroenfoque y el cromatoenfoque preparativos parecen ser las técnicas mas
promisorias para aislar variantes de la cGH.



GLOSARIO

APK proteina cinasa dependiente del AMPc.

ATP trifosfato de adenosin.

¥32P- ATP trifosfato de adenosin marcado radiactivamente
en la posicion gama.

cGH hormona de crecimiento de pollo.

cPRL prolactina de pollo.

ConA Concanavalina A

ConA-P Concanavalina A-peroxidasa

D.O. densidad Sptica

FSH hormona estimulante del foliculo

G-cGH hormona de crecimiento de pollo glicosilada

IEF isoclectroenfoque

IET inmunoelectrotransferencia. -

LH hormona luteinizante .

KIU Unidades inhibidoras de kalikreina

MAb a-cGH anticuerpo monoclonal anti-cGH

ND-PAGE electroforesis no desnaturalizante .

oPRL prolactina ovina.

pI punto isoeléctrico

PM o MW peso molecular

Rf migracién clectroforética relativa.

RIA radioinmunoensayo

rPRL prolactina de rata.

tGH hormona de crecimiento de pavo.

tPRL prolactina de pavo.

TSH hormona estimulante de la tiroides

SDS-PAGE electroforesis desnaturalizante con dodecil

sulfato de sodio
2D-PAGE clectroforesis bidimensional.



ANTECEDENTES

La época actual se puede caracterizar por su gran incertidumbre, pues hoy mas
que nunca, los acontecimientos presentes entierran a los acontecidos ayer. Las
teorias antes fundamentales para explicar y dar dimensién a la realidad, hoy son
sustituidas o reformuladas ante los nuevos avances conceptuales.

Dentro de este contexdo, la neuroendocrinologia no ha sido la excepcién. No
hace mucho tiempo se consideraba al sistema nervioso y al endécrino como
entidades fisicas y funcionales independientes. Los nuevos descubrimientos
demostraron que exisfian mas relaciones qu.e diterencias enfre estos dos sistemas; y
el estudio de dichas interrelaciones propicié la_ generacién de una nueva area del
conocimiento: la neuroendocrinologia. Sin embargo, lt::s nuevos descubrimientos en
esta drea, en lugar de permitir ta formulacién de una teoria unificadora funcional,

. demuestran que las interrelaciones entre ol sistema nervioso y las glandulas
endbcrinas son mucho mas compléjas de lo que se pensaba. De manera adicional,
en la Gltima década, se ha demostrado la existancia de una amplia comunicacién
enfre el sistema inmune-y el neuroendéerino (Weigent y Blalock. 1887): lo cual
complica aln mas el esquema posible de la comunicacién entre estos sistemas.

A nivel subcelular, ante los nuevos avances, se enconitré una interrelacién y
complejidad tan grande entre los distintos sistemas ciloplasmaéticos, que se puede
remantar a tiempos muy tempranos en la evolucién y en el desarrollo embrionario.
De acuerdo a un esquema simplista, las moléculas quc; son empleadas en el
transporte de informacién (mensajes intercelulares} deblan ser estables y
particulares para cada funcién, limitando en lo posible la regulacién ambigua.
Posteriormente se demoatré-que la variacién en las moléculas mensajeras permite
amplificar las posibilidades funcionales en la comunicacién intercelular y confiere
una mayor integracién entre diferentes sistemas, con respecto a la funcién que se
desencadena en un 6rgano bianco (LeRoith, et al., 1889). Los resultados del
presente trabajo son un eiemplc; de que Ia heterogeneidad de una molécuia

mensajera (hormona, neurotransmisor, elc.) no sélo es posible sino que es real.



A. HETEROGENEIDAD DE LAS HORMONAS ADENOHIPOFISIARIAS.

Durante bastante tiempo se consideré que las entidades hormonales secretadas
por la hip&fisis eran entidades moleculares singulares, y que cada una, a su vez
ejercia efectos particulares, muy dilerentes de los desempefiados por las demas
hormonas. Un caso “curioso” era la existencia de tres hormonas (TSH, LH y FSH),
que compartian ia subunidad « (Sairam y Papkoff, 1974; Pierce, 1974). Sin embargo,
a pesar de que hechos como los antericres contradecian la completa autonomia de
las hormonas, durante aRios las variantes hormonales fueron consideradas como
contaminaciones y arlificios de las técnicas de purificacién y de andlisis (Barrett,
1962; Ferguson y Wallace, 1963). En la actualidad ya es aceplado que las hormonas
adenohipofisiarias son heterogéneas. Asi entonces, se han podido reconocer
diferencias en la estructura primaria de la hormona ader;ocorﬁcotréplca (ACTH) y en
la hormona estimulante de melanocites (MSH). Se presume que las dilerencias
pueden ser causadas por procesamientos alternativos del transcrito primario
(Hofman, 1874). Recieniements, se ha demostrado que al menos el 30 % de la
ACTH se encuenira fosforilada (Boulton, 1387). Asimismo, en las hotmonas
estimuloante del folicule (FSH). luteinizante (LH) y estimulante de la tircides (TSH) se
ha descrilo gran helarogenseidad en la porcién de carbohidratos (principalments
glucosamina y galactosamina) y en las regiones amino y carboxilo terminales, como
consecuencia de protedlisis limitada (Pierce, 1974; Sairam y Papkoff. 1974).
Recientemente, se ha demostrado que la heterogeneidad molecular de la porcién
de carbohidratos ocasiona un cambio conformacional en la estructura de Ja
hormonas (Keutmann, 1985) que, a su vez, provoca diferencias de afinidad para con
sus receptores (Ryan, 1887) y, como consecuencia, redunda en su heterageneidad
funcional (Nomura et a., 1889).

En afios recientes se ha reunido gran cantidad de informacién que demusstra e}
polimorfismo de la prolactina (PRL). Se han descritlo variantas con diferencias en la
conformacion proteinica, de carga (por ejeamplo, fosforilacién [Oetting et al., 1886]),
de masa (agregaciones incluso de caracter covalente [Lewis, 1884]}, fragmentlos
(21-23 kDa) producios de la accién de la kalikreina (Ho et al., 1991) y fragmentos de
16 kDa con bioactividad diferente a la hormona completa (Clapp et al., 1888).
También se ha descrito la transformacién de la PRL por un mecanismo de
transferencia de tiol-disulfuro, como un prerrequisito en la formacién de hormona

fiberable (Mena ot al., 1986). MAs recientemente, se ha mostrado la existencia de
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variantes de PRL con diferentes grados de glicosilacién (Shah y Hymer, 1889) lo que
repercute en su bioactividad (Markoff et al., 1988). Asi también, se han aislado

algunas isoformas de la PRL. ovina (Haro y Talamantes, 1985).
B. HETEROGENEIDAD MOLECULAR DE |A HORMONA DE CRECIMIENTO.

La hormona de crecimiento (GH) consiste en una cadena polipepfidica de 191
aminoécidos, con dos puentes disulfuro (Cys 53-164 y 181-189), lo cual da como
consecusncia la formacién de dos asas; una mayor y ofra menor. Aunque en la
actualidad existen elementos para descartar la idea de que la GH existe como una
sola entidad molecular, 1a variante monomérica y mayoritaria (22 kDa) se reconoce
como la representante de la familia hormonal, e incluso se ha sugerido que esta
isoforma constituye la molécula original, sobre la cual se llevan a cabo distintas
modificaciones.

En la actualidad, se ha avanzado bastanie en e} estudio bioquimico de esta
entidad hormonal. En la figura 1 se observa un esquema de la estructura de fa GH
porcina obtenida por cristalografia de rayos X (Abdel-Meguid et al,, 1987). Como se
puede observar, la variante principal de la hormona es una proteina con un alto
porcentaje de conformacidn a-hélice (55 %), y donde estas secciones se compactan
alrededor de un nucleo relativamaente hidrofébico (Carlaci et al., 1991). A su vez, se
pueden reconocer cuatro regiones helicoidales: dos grandes (aminoécidos 7-34 y
153-183) y dos menores (aminoAcidos 65-96 y 106-128). Por experimentos de
mutagénesis dirigida se ha podido demostrar Ia existencia de al menos dos regiones
de la hormena (hGH) que interaccionan con el receptor (Cunningham et al., 1989;
ibid, 1990; ibid, 1881). Se ha propuesto, por esos trabajos, que el primer tercio de la
primera a-hélice, {a regién de residuos de aminoacidos 54-68 y la primera mitad de
la cuarta a-hélice, constituyen, en su conformacién tridimensional, la regién de unién
a los receptores hepéticos. E! segundo sitio de posible interaccién del receptor con
la forma mayoritaria de la hormona se halla constituido primordialmente por los
residuos Glu,, y Glu,,, una regién que se ha postulado como sitio de quelacion de
Ca?*, el cual se sabe influye en la unién del receptor hepético como la hormona
(Barmard y Waters, 1988; Barnard et al., 1989). Recientemente, el receptor hepético
de la hGH fue secuenciado y clonado, fo cual ha permitido identificar las regiones

del receptor fundamentales en la unién con el ligando (Bumside et al., 1991; Bass et
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Figura 1. Estructura tridimencional de la GH porcina {tomado de Abdel-
Meguid, 5.S. 1987).



[
al., 1891). Este interés por la estructura molecular de 1a GH no es un hecho foriuito,
sino que es la consecuencia de la extensa labor de grupos anteriores (Paladini et
al., 1983: Li,1988 y Wallis, 1989).

Aunque fue comun referirse a la GH como un solo componente, ahora se sabe
que la hormona existe en diferentes formas. Como consecuencia, la GH que se aisla
de la hipé&fisis presenta heterogeneidad molecular.

En las primeras purificaciones de la GH (Li, 1945; ibid, 1948), las fracciones de
hormona pura contenian otros componentes que se consideraron como
“"impurezas”. Esta microheterogeneidad se explicé considerando la agresividad de
los métodos de purificacién entonces empleados (Lewis, 1962; ibid, 1963; Sluyer,
1963; Hansan et al.,, 1966; Wilhselmi, 1974). Asi entonces, se describié la
fragmentacién de la hormona debido a las técnicas de purificacion basadas en las
extracciones con Acidos y disolventes; también se encontré heterogeneidad en la
preparacién hormonal después de largos periodos cie almacenamisnto (Wilheimi,
1974). Poco tiempo después, se demostro la preseﬁcia de proteasas acidas en las
fracciones de la purificacién hormonal. Aparentemente las condiciones del protocolo
de aislamiento permifian la activacién de las enzimas proteoliticas y su accién sobre
la GH (Lewis, 1962; ibid, 1963; ibid, 1980). Aunque los protocolos de purificacién se
optimizaron, las condiciones se mejoraron y se incrementaron medidas para no
alterar a las hormonas, el pelimorfismo de las preparaciones hormonales persistié
(Ferguson y Wallace, 1963; Gorden et al., 1973; Lewis et al.,1880; Baumann,1891).

El fenédmeno de variacién molecular no fue privativo de la GH humana, sino que
también se observd en ofras especies, tanto en los mamiferos como fuera de esta
clase (Nicoll et al., 1971), lo cual evidencia la enorme amplitud del fenémeno de
heterogeneidad hormonal.

Se han identificado algunos mecanismos que pueden contribuir a la existencia

de variantes de la GH; estos se.encuentran a diferaentes niveles:

a) Duplicacién génica- En el humano, ademéas del gen que codifica a la GH
hipofisiaria (hGH-N) se ha demostrado la presencia de otro gen paralelo (hGH-V)
que codifica una secuencia similar, auncgque no idéntica (Seeburg, 1982: Chawla et
al:;, 1983: Hirt et al., 1987). Este segundo gen parece que no se expresa en Ia
hipéfisis, pero sl en ofros tejidos (p.ej. en la placenta,Cooke et al.,1988).



b) Procesamiento diferencial del transcrilo primario.- Se ha demostrado la presencia
de formas variantes (20 y 17.5 kDa) generadas por el procesamiento "ambiguo” del
ARNmM de la GH (Lewis et al., 1980 Howland, et af., 1987; Lecomte et al., 1987). Se
ha descrito que Ia variante con PM de 20 kDa (20 K), a diferencia de la variante de
17.5 kDa, se encuentfra tanto en la hipéfisis como en la circulacién (Chawla,1883;
Lewis, 1984).

c) Modificaciéon postraduccional.- Se ha demostrado la presencia de variantes de
masa [agregados covalentes y no covalentes (Stolar et al., 1984; Becker ot al., 1987;
Gorden et al., 1973; Lewis, 1977; ibid, 1980; ibid, 1984); fragmentos (Chawia et al.,
1983; Paladini, 1983; Yokoya y Friesen, 1986; Davis et al., 1987; Retegui et al., 1987;
Wallis, 1989; Wroblewski et al., 1891)] y variantes de carga [desamidacién (Lewis et
al.,, 1980; Chawla et al.,, 1983), acetilaci6én (Pa!adin'! et al., 1983) y fosforilacién
(Baldwin et al., 1883; Liberti, 1985; ibid, 1986; Aramburo et al., 1989a; ibid, 1990b)] en
muy variadas especies (Wallis, 1989; Baumann, 1991'). Un hecho a destacar es que
estas variantes se han detectado tanto en extrastos hipofisiarios como en cultivo de
células y en la circulacién sistémica (Talamantes et al., 1981; Stolar et al.,, 1984).
Asimismo, recientemente se ha mostrado la existencia de formas glicosiladas de la
GH (Sinha et al., 1986; Berghman et al., 1987; Aramburo et al., 1991). Ademaés de la
heterogeneidad de la GH, se ha demostrado el polimorfismo del factor de liberacién
de la hormona de crecimiento (GRF), principal hormona hipotalamica que estimula
la secrecion de !a GH hipofisiaria (Sasaki et al., 1889).

Como la mayoria de las proteinas de secrecién, las hormonas pepfidicas, y con
ellas la GH, son transtormadas durar;te su transito por el reficulo endoplasmético,
complejo de Golgi, su empaquetamiento y almacenamiento en granulos de
sacracién, y su liberacién al torrente sanguineo (Albaerts et al.,, 1989; Burguess y
Kelly, 1887). Al mismo lempo que las proteinas de secrecién son raducidas por los
polisomas, la cadena polipepfidica entra al reficulo endoplasmético. Durante este
trangito, el péptido lider (region discreta del extremo -N-terminal) es procesado
proteoliticamente (Blobel, 1980). Una vez dentro del reficulo endoplasmaético, la
proteina de secrecion puede sufrir un primer nivel de N-glicosilaciéon: al mismo
tiempo, ia proteina se pliega, adquiere su conformacién nativa, y puede formar
oligomeros (Hurtly el al.,. 1989). Durante el transito por el complejo de Golgi, la

glicosilacién de Ia proteina aumenta en proporcién y en complejidad;



asimismo, por accién de enzimas especfficas, se pueden dar procesos de acilacién
y suifalacién proteinica (Alberts et al.,. 1983; Rothman et al.,. 1990). En la parte final
del complejo de Golgi, las proteinas son "seleccionadas”™ y empacuetadas en las
vesiculas de secrecién, como grandes agregados, por un mecanismo de
intercambio tioldisulfuro, descrito para la PRL (Mena et al., 1986; Greenan et al.,
1990), o par coordinacién con cationes divalentes, como se sugiere para la hGH
(Cunningham et al., 1991). A partir de este momento, las proteinas de sacrecién
pueden ser procesadas proteoliticamente, Jo cual da origen a las proteinas activas o
maduras (Alberis et al., 1889; Burgess y Kelly 1987). En el caso particular de 1a GH,
se demostrd la existencia de una proteina cinasa en Ia membrana de los granulos
de secrecidn, y se observé [a incorporacion de fostato radiactivo a una proteina con
movilidad electroforética semejante a la de GH en la rata (Braflin y Portanova 1881).
Estas evidencias permiten sugerir que la fosforilacién de la hormona podria llevarse
a cabo en los granulos de secrecion.

Antes de realizar el estudio analitico sobre variacién molecular de la GH, se inicié
la bsqueda de fos sitios estru.c{urales importantes para la expresién de la actividad
biolégica. La causa de este ‘gran entusiasmo, que aun subsiste, fue la demostracién
de que la protedlisis limitada de la GH generaba fragmentos que conservaban su
bioactividad e incluso presentaban actividad mucho mayor (Levine et al., 1973; Sigh
ot al., 1974; Wieser et al., 1974; Reagan et al., 1975; Ng y Bomsteins, 1978; Mills et
al., 1980; Lewis et al., 1980; Graf et al., 1982; Chawla et al., 1983; Paladini et al., 1983;
Mondon et al., 1988).

Como confraparte a la variacién molecular de la GH, hay claras evidencias de .
que los receplores para la GH son heterogéneos (Bamad et al., 1985; Hughes y 4
Friesen, 1885, Smith y Talamantes, 1987; Thomas et al., 1987; Postel-Vinay, 19838).
Recientemente también se ha demostrado la existencia en el plasma de proteinas
que se unen a ia GH (GHBP. Baumann, 1988; ibid. 1991). Actuaimente se
reconocen dos tipos de GHBP, las de alia afinidad (61 iDa) y !as de baja afinidad
(>100 kDa). La-primera;‘ae considera, se origina por procesamiento altemativo del’
RNAm en la region NHa-lerminal del receptor de [a GH. Esta GHBP podria competir
con los receptores por el ligando y prolongar la vida media de la hormona en la
circufacién. La s'e{;unda GHBP une con menor afinidad a la variante monémerica y
mayoritaria de la ‘hormona (22 kDa). Sin embargo, esta GHBP presenta
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mayor afinidad por la variante de 20 kDa de la hGH lo que quizas indicaria Ia

existencia de un tipo de GHBP con preferencia hacia un tipo particular de variante
hormonal.

La imporlancia de las proteinas de unién no es del tedo clara, hay evidencias que
indican que confieren a la GH mayor estabilidad y dismunuyen su filtracién renal
(Baumann y Amburn, 1986). Como sugerencia indirecta de la accién relevante de
las GHBP esta la demostracion de que una alta proporcién de la GH humana se
encuentra asociada a estas proleinas de unién, durante su transito por la circulacién
(Baumann y Amburn, 1986).

C. HETEROGENEIDAD FUNCIONAL DE LA
HORMONA DE CRECIMIENTO.

Conforme se realizaron mas estudios sobre esta hormona, se hizo evidente que
la GH ademas de esfimular el crecimiento lineal de los tejidos (Wilhelmi, 1974) es
capaz de ejercer efectos a muy diferentes niveles, y en variados érganos blanco
(Paladini et al., 1979; Chawla et al., 1983). A semesjanza de la PRL (Nicoll, 1974), la
GH mostré una gran diversidad funcional, que posteriormente se describié también
en ofras especies de vartebrados (Hall et al., 1386).

Enfre las funciones mas conocidas de la GH se pueden mencionar, a grosso

modo, las siguientes:

1) Su influencia en el metabolismo de proteinas (estimula el transporte de
aminoacidos, la sintesis de proteinas, la expresion de genes especificos, efc. -
Chawila et al., 1983; Paladini et al., 1979; ibid, 1983).

2) Estimula de manera directa la diferenciacién celular, y por mediacién de las
somatomedinas, estimula la mitogénesis (Green et al., 1985; isaksson et al., 19885).

3) Ocasiona un aumento de la concentracién de glucosa circulante (actividad
diabetégena}, cuando se aplica en forma aguda. También provoca un descenso de
la glucosa circulante (efecto de tipo insulinoide) en tratamientos crénicos (Chawla et
al., 1983; Paladini et al., 1979).

4) Tiene efeclos en el metabolismo de los fipidos (estimula la lipélisis por una
pare, y por ofra es capaz de inhibir la lipélisis inducida por glucagon y epinefrina -
Paladini et al.. 1979; ver tabla I).
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5) Estimuia la secrecién de ofros factores hormonales (efectos paracrinos, de
retroalimentacién y de secrecién de somatomedinas hepéticas -Houston y O'Neill,
1988; Leung et al., 1986; Scanes, 1986).
6) Interactua con el sistema inmune (Weigent y Blalock, 1987).
7) Participa en laregulacién de! balance hidromineral (Murphy et al., 1886)

Se reconoce que la GH lleva a cabo su accién fisiolégica de dos maneras: a)
Indirécta. La hormona estimula la expresidbn y secrecién de factores parécrinos y
autbcrinos, por ejemplo ‘las somatomedinas (factores de crecimiento semejantes a
insulina | y II), y estos, a su vez, interactuan con los receptores del érgano blanco.
Las somatomedinas provocan principalmente la expansion clonal de células de
carfilago
(crecimiento 6seo) y acciones semejantes a insulina en tejidos adipeso y muscular
(Paladini et al., ‘1983: Green, 1985) b) Directa. La GH, sin 1a mediacién de ofros
factores, interacciona con los receptores de los 6rganos blanco e induce el efecto
fisiolégico. Los efectos fisiolégicos donde no se encontrado mediacion por
somatomedinas u ofros faclores son: la actividad diabetogénica (Paladini et al., 1983),
Ia estimulacién en la expresidn y |ibe|;aci¢5n otros factores (Houston y O'Neill, 1988;
Leung et al., 1986), la interaccién con el sistema inmune celular (Weigent y Blalock,
1987) y la diferenciacién celular. (Green, 1885). Incluso en algunas situaciones la
hormona parece tener una participacién dual: en el crecimiento oseo, en un
principio, la hormena directamente provcca la diferenciacién de precondrocitos a
condrocitos; paralelamente, la hormona estimula la secrecién de somatomedinas,
que, asu vez, estimulan la mitogénesis de los condrocitos diferenciados (Green,
19885).

Un primer intento para explicar el espectro funcional tan diverso de la GH
propuso [a hipétesis que sugiere la existencia de regiones discretas de la molécula
(dominios bioactivos), las que interactuan con un tipo particular de receptor
provocando, por ende, un efecto fisicldgico particular (Lewis et al., 1980; Paladini, et
al., 1883). Como se mencionaba en la seccién anterior, esta hipStesis encausd gran
parte de los estudios sobre la GH durante méas de una década. En |a actualidad, esta
hipétesis, a pesar de ser ain conceptualmente atractiva, no parece ser suficiente
para explicar la gran diversidad funcional de la GH pues, entre ofros aspectos, no

explica la presencia constante de variantes moleculares de la hormona, tanto en la

. hipéfisis como enla circulacisn.
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Algunos autores intentaron explicar la diversidad funcional de la hormona,
asociando ésta a su complejo patrén molecular (Lewis, 1884). Segin esta hipétesis,
las variantes moleculares de la GH, resultantes de diferentes mecanismos de
procesamiento, podrian inleraccionar en mayor o menor grado con uno u otros tipo
de receptor y de esia manera ejercer un efecto bioldgico paricular. La suma de
estos efeclos individuales explicaria el diverso patrén funcional de la GH tofal.
Durante los afios posteriores se han incrementado los dafos que apoyan esia
explicacién. Sin embargo, esta hipotesis no as excluyente y precisa de Ila
complementacién de diversos meacanismos: variacién molecular de la hormena,
dominios bioactivos diferenciales, heterogeneidad de receptores, etc. En la figura 2
se representa esquemdticamenta una propuesta sobre los mecanismos que

originan la heterogeneidad funcional de la GH.

D. HORMONA DE CRECIMIENTO DE POLLO.

La hormona de crecimiento se encuentra en practicamente todas las especies de
vertebrados; ademas de los mamiferos, en aves (Farmer et al., 1974; Papkoff et al.,
1982), a repftiles (Yasuda et al., 1989), anfibios (Kobayashi et al., 1831), peces
(Wagner et al.,, 1985; Kawauchi et al., 1986; Sikibeli et al., 1890). Aunque se
mantienen grados de similitud enftre ellas también existen notables diferencias
funcionales y estructurales (Hall, 1886; Nicoll et al., 1971). Esto da origen a las
variacionas en la potencia biolGgica de ias hormonas al ser probadas en bicensayos
heter6logos (sobre distintas especies) (Chawla et al., 1983). Estas dilerencias
interespecificas son un reflejo de Ia historia evolutiva de la hormona, razén por la
cual algunos autores intentan encontrar en Jlas diferencias moleculares
interespecificas el origen de las variaciones funcionales de la hormona (Kawauchi et
al., 1986; Nicoll, 188€).

Con respecto a las aves, la hormona de crecimiento de pollo (cGH), se purificd
por primera vez en 1974 (Farmer et al., 1974), pero fue en aflos siguientes que se
perfeccionaron las técnicas de aislamiento de la hormona logrando con ello
aumentar el rendimiento obtenido (Harvey y Scanes, 1977; Lai et al., 1984; Leung et
al., 1884; Aramburo et al., 1989a). Posteriormente se logré dilucidar su estructura
primaria a partir del ADNc (Souza et ai., 71984; Lamb et al, 1988). En
afios muy recientes, con 1] proposito de estudiar otras
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hormonas de aves, se consiguié determinar la estructura primaria de la GH de pavo
(Foster et al., 1990) y la PRL de pollo (Hanks et al., 1989), dos hormonas bioquimica
y evolutivamente muy cercanas a la cGH.
Al contar con la cGH pura, los esfudios iniciales fueron de caracter farmacolégico y
fisiolégico (Harvey et al., 1977; Harvey y Scanes, 1977, Scanes et al.,, 1984; ibid,
1985; ibid, 1986; Campbell y Scanes, 1985). Aunque se llevaron a cabo algunos
estudios analiticos de la hormona, é6stos s6lo proporcionaban una imagen somera
de las caracteristicas bioquimicas de esta proteina (Lai ot al., 1984; Leung et al., 1984;
Souza et al., 1984). En el afo de 1988 el grupo de Houston y Goddard publicé un
trabajo que intentaba demostrar y caracterizar la variacién molecular de la cGH. Al
mismo tiempo, y de manera totalmente independiente, en nuesfro laboratorio ya se
contaba con evidencias sobre la heterogeneidad molecular de Ia preparacién pura
de la cGH, y que ademdas era activa en varios bioensayos heterdlogos y homélogos
(Arimburo et al., 1989a). ’ )

a) Diversidad funcional.

A semejanza de la GH de mamiferos, la GH de pollo presenta gran diversidad en
su patrén de efectos fisiologicos. En la Tabla | se enlistan los principales efeclos
demostrados para la ¢cGH. Como se observa, la heterogeneidad funcional de la cGH

as muy semejante ala observada enlas GHs de rnamfferos (v8ase seccién anterior).

b) Variacién molecular.

Actuaimente, el trabajo de investigacion sobre la estructura de ia cGH se ha
incrementado. Al conlar con la secuencia de aminoacidos y/o nucleétidos (Souza et
al,, 1984; Lamb, 1888} se ha posibiltado comparar su estructura primaria y
secundaria tebrica con ofras hormon.as homélogas (Nicoll et al., 1986; Abdel-Meguid
et al., 1987), esto quizAs permitira establecer relaciones en ia historia evolutiva de Ia
familia GH-PRL. Otra contribucidn que serd muy imporiante en un futuro,. fue la
reciente clonacién y secuenciacién de la proteina receptora hepética para la cGH
(Burnside et al., 1991).
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Figura 2. Pozibles mecanismos que dan origen a Ia heterogeneidad molecular de la
GH. GEN-N: gen normal (sc cxpresa en hipéfisis); GEN-V: gen variante (sc
expresa en placenta); 7: ge d yce su ion posterior; 20 K: variante con PM._
de 20 kDa, observada en mamiferos; Fl - F5: diferentes efectos fisioldgicos.




TABLA I. EFECTOS FISIOLOGICOS DE LA cGH.

EFECTQS REFERENCIAS
Lipélisis 1.2,5,6,8,11,13,19,20,23
inhibicién de la {ipblisis
inducida por glucagon 1.25,6,7,8,10,11,21
Cracimiento corporal 16,19,20,21,23
Actividad diabetbgena 4,13,20,21
Estimulacion de la .
E'desyodacién de tironinas 12,18,23
Mitogénesis en osteoblastos 21,22
Actividad insuifinoide 4
Aumaento de corticosterona 1
Aumento de insulina 3
Posible electo a nivel del sistema
nervioso central 186
Altera distribucién de sodio
(esmorregulacién) 17

1. Aramburo et al., 1889a. 13. Hall et al,, 1887,

2. Aramburo et al., 1990a. 14. Houston y O'Neill, 1991,
3. Burke etal,, 1987, 16. Leo y Harvey, 1990.

4. Cameran et al., 1985, 16. Leung et al,, 1986,

5. Campbell y Scanes, 19856, 17. Murphy et al., 1986.

6. Campbell y Scanes, 1988a. 18. O'Neill et al., 1990.

7. Campboelly Scanes, 1868b.19. Rosebrough et al,, 1991,
8. Campbell et al., 1990. 20, Scanes et al,, 1984,

9. Carsia et al., 1985, 21. Scanes, 1986,

10. Cogbum st 2l.,, 1988, 22. Slootwet et al., 1988.

11. Cheung et al,, 1988, 23, Vasllatos-Younken et a)., 1988,

12. Darras et al., 1990.
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A partir del alo 1986 (Aramburo y Scanes, 1886) se iniclaron los trabajos de
caracterizacién del polimorfismo de la ¢GH por nuestro grupo de investigacién,
rabajo que fue seguido por estudios de caracterizacién analitica méas profundes
(Montiel, 1989). En la parte inicial del proyecio, se implementé un protocolo eficiente
de purificacién de la hormona hipofisiaria, (Aramburo et al.,, 1988a). Posteriormente,
sa demostré la heterogeneidad molecular tanto de Ja oGH purificada en el
laboratorio como de extractos hipofisiarios frescos de pollo (Aramburo et al.,, 1990a).
Mediante el sistema de electroforesis desnaturalizante con SDS (SDS-PAGE), en
condiclones no reductoras, se observaron varantes de la oGH con PM de 22, 45y
>56 kDa (Figura 3). En condiciones reductoras, las variantes hormonales tuvieron
PM de 16, 22, 26 y 52 kDa (Figura 3). Estos resultados consﬁtﬁy.en una Indicacién de
que [as variantes de aito PM_ son agregados no coval,htes de las formas
monoméricas (obsérvese que en condiciones reducioras la amplia heterogeneidad
de variantes de afto PM se reduce a una banda de 52 kDa posible dimero resistente
ala reduccién- y, paralelamente, ‘sa Inoreme-nta el grosor de la banda de la variante
monomérica). Asl también se describib, por primera vez, la presencia de fragmentos
de la cGH (16 kDa) presentes an la hipdfisis, provenientes de formas cortadas de la
hormona.

Se ha mostrade, asimismo, [a presencia de tres varlantes de carga por el sistema
de alectroforesis no desnaturalizante (ND-PAGE), tanto en los extractos hipofisiarios
frascos como en {a proporelén de oGH purificada., con .Rfs de 0.23, 0.30 y 0.36,
(Figura 4a). Por Iscelaciroenfoque analitico (IEF) se obsernvaron al menos 8 variantes
de carga (pl: 6.8, 6.8, 7.1, 7.3, 7.5, 7.8, 8.06 y 8.15; ver figura 4b). En la preparacién
pura de la cGH se observé la ausencia de séio dos de las variantes de carga
minoritarias, o que supone que durante la purificacién se recuperan las principales
variantes de carga de la GH hipofisiaria. La heterogeneidad molecular de la ¢GH fue
confirmada por el andlisis bidimenslonal (2D-PAGE), y ademds, se evidencié que
algunas variantes de carga de Ia hormona presentan el mismo PM (Figura 4c).

Dentro de este esquema de heterogeneidad molecufar de la oGH’. so demostrs la
presencia de una variante glleo;llada de la cGH (G—c_.GH) en hip&fisis (Berghman et
al., 1987), y pooo ttempo después se oonfirmé la exdstencla de variantes de la G-oGH
(Aramburo et al., 1991). Para llevar a cabo ese estudio se desamollé un protocolo de
purificaciSn especifico para esta variante homonal. En este método,



Figura 3. VARIACION DE MASA DE LA c¢GH HIPOFISIARIA. En el recuadro
superior s¢ muestra ¢! endlisis por SDS-PAGE, en condiciones no reductoras, del
extracto hipofisiario de pollo (carriles 2 y 5) y de ¢GH pura (carriles 3y 4). En el
. recuadro inferior se observa ¢l andlisis por SDS-PAGE, en condiciones reductoras, del
extracto hipofisiario (carriles 3 y 4) y de la cGH puwra (camiles 2 y 5). En ambos
recuadros, los carriles 2y 3 se tifieron con anticuerpo policlonal a~cGH, los carriles 4 y
5 se tifieron con plata, y el caril 1 (marcadores de PM) se tifié con negro amido.
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Figura 4. VARIACION DE CARGA DE LA cGH: IEF (A), ND-PAGE (B) y 2D-PAGE
{C). A) Carril 1: ¢GH pura (fraccién BDE-1), carril 2: extracto hipofisiario. B) Carril 1:
c¢GH pura, carril 2: extracto hipofisiario. C) Cuadros 1 y 2: ¢GH pure, cuadros 3 y 4:
extracto hipofisiario; cuadros 1 y 3: condiciones no reductoras, cuadros 2 y 4:
condiciones reductoras. En todos los casos, las variantes se detectaron por
inmunotincién con anticuerpo policlonal.

91
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el exdracto hipofisiario se fracciond por precipilaciones secuenciales de sutfato de
amonio. La fraccién precipitada al 80 % de saturaciébn se cromatografié en una
columna de concanavalina A-sefarosa. Luego de eluir a la fraccién glicoproteinica
retenida a la columna, se cromalografi65 en una columna de inmunoafinidad
(anticuerpos policlonales c-cGH acoplados a Affi-Gel 10); fa fraccién resultante fue la
cGH glicosilada.

En estudios preliminares se presentaron las primeras evidencias sobre la
foslorilacién de la ¢cGH y se demostré que una cierla proporcién de la ¢cGH pura
contenia fosfato esterificado (Aramburo et al., 198%9a). Ademés se describié que la
cGH puede ser fosforilada # sso. por la proteina cinasa dependiente del AMPc, y
que las células hipofisiarias de pollo, en cultivo, incorporan P en una proteina
inmunolégicamente semejante a cGH (Aramburo st al., 1890b; ibid, 1892).

La heterogeneidad de la cGH hipofisiaria también se mostré al analizar los
exiractos hipofisiarios por varios sistemas de eiectroforesis (Houston y Goddard,
1988). Un hecho importante de ese ftrabajo fue la demostracién de que la
heterogeneidad de la hormona varia con respecto a la etapa de desarrollo de los
animales. Este hecho aporia ofra sugerencia adicional de la imponrtancia fisiolégica
de las variantes de la cGH.

La diversidad funcional de la c¢GH se demosiré al probar a ia hormona en
diferentes bicensayos, tanto heterélogos {(ensanchamiento del carfflago epifisiario de
la tibia y activaci6n de la orniin descarboxilasa hepatica; ambos en ratas
hipofisectomizadas [Aramburo et ai., 18839a), como homdblogos (actividad lipolitica e
inhibicién de la lipblisis inducida por glucagon, en explantes de tejido adiposo de
pollos [Aramburo et al.,1989¢; ibid, 1990a]).

Méas recientemente, se obtuvieron claras evidencias de que [a heterogeneidad
molecular de la ¢cGH puede explicar al menos parciaimente ia diversidad funcional
de la hormona {Aramburo et al., 1990a). Se consiguid aislar a dos variantes de carga
de la hormona (Rf: 0.23 y 0.30) mediante ND-PAGE, y se demostr6 que ambas
variantes eran reconocidas por el mismo anficuerpo por RIA, aunque sdlo la variante
0.23 presenté actividad lipolitica en expiantes de tejido adiposo (Aramburo, C. et al.,
18890) En un estudio ufterior ambas variantes se probaron en dos bicensayos
homélogos: estimulacién de la lipélisis por una parte, e Inhibicion de la lipolisis
inducida por glucagon por [a otra. La variante 0.23 estimuld la lip6lisis y no inhibid ia
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acci6n flipolitica inducida por glucagon; a su vez, la variante 0.30 mostré un claro
efecto antilipofitico (Aramburo et al., 1990a). Estos resultados son muy prometedores
pues constituyen evidencias claves en apoyo a la hipétesis de que la variacién

molecular de la cGH explicaria su diversidad funcional.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El presente proyecto de investigacién se planed con el objetivo general de
aumentar las evidencias de que la heterogeneidad molecular de la cGH es un
fenémeno real, no producto de artificios de laboratorio, y que tiene el potencial para
originar su diversidad funcional. Para flevar a cabo este trabajo se eligié a la GH de
pollo como modslo debide a que daba la posibilidad de Incursionar en el estudio de
la transformacién de la GH, con estudios origlnalos. comparar estos mecanismos
con los observados en mamileros, y quizds en un future, poder describir los
mecanismos enerales que se han empleado durante la evoluocidn para generar {a
heterogeneidad molecular y funcional. Asimismo, por el lado practico, el material
bioldgice empleado para estudiar la hormona fue relaﬁvamento accesible y iene un
claro potencial en el area biotecnolégica. .

Con base en las anteriores evidencias, consideramos que si [a heterogeneidad
molecular de la ¢GH puede expllcar su diversidad funclonal, entonoces las variantes
de la hormona en la hipéfisis deberfan ser secretadas y, por lo tanto, podria
demostrarse la existencia de variantes ocorrespondientes en la olreulacldn
sanguinea. Por otra parte, la presencia de varlantes de carga de fa oGH implica la
existoncia de mecanismos de modificacidn de la estructura proteinica que provoque
la apariciﬁn de cargas positivas o negativas en la molécula original. Un mecanismo
muy favorecido es el de [a fosforilacidn de proteinas. Por ello, se planted la
posibilidad de analizar sl la cGH puede presentar este tipo de modificacién y con elio
contribuir a la heterogeneidad de carga.

Como se ha descrito en los Antecedentes, 1a cGH es polimdrfica tanto en la
hipéfisis como en la preparacién pura. Sin embargo, no se ha demostrado si fa
heterogeneidad de la hormona se expresa también en la circulacién, medic a partir
del cual la hormona puede interaccionar con sus &Srganos blanco, y por ende,
provocar sus efectos fisiolégicos. Es por eso que nos propusimos aislar a la cGH a
partir del suero por cromatografia de afinidad y analizaria electroforéticaments, lo
oual nos permitifia demostrar la exdstencia de variantes de fa oGH y estudlar su
relacién con las formas prasentes on la hipé&fisis.
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Dado que la cGH presenta variantes de masa y carga, la pregunta méas inmediata
entonces es Lcémo es quéd se originan las diferentes variantes hormonales? Con el
fin de iniciar el estudio de los mecanismos de la formacién de las variantes de la
hormona, se intenté estudiar el proceso de fosforilacién hormonal. Como se ha
descrito (Brattin y Portanova, 1981; Baldwin et al., 1983; Liberti et al., 1985; Liberti and
Joshi, 1986), la fosforilacién de la GH de mamfileros es un Mmecanismo empleado por
la célula, y que podria dar origen a algunas de las variantes de carga. como se
sugiere para [a iPRL (Oetling ot al., 1986). Con eslos antecedentes, nos propusimos
demostrar si la fosforilacién de la cGH es especifica, para o cual analizamos sus
cinéticas y las autorradiografias de sus productos de fosforilacion 7 wdo .
Alternativamente, intentamos demostrar que la fosforilacidn es un fenémeno real,
para lo cual determinamos la cantidad de fosfalo esterificado presente en las
preparaciones de cGH pura, y se compard con otras GHs y PRLs.

De gran imporancia resulta, en una tercera vertiente, el aislamiento de las
variantes de la cGH, pues eilo representaria la posibilidad de relacionar el tipo de
variante hormonal y el efecto fisiol6gico desencadenado. Es por eso que se inicié el

desarrollo y ensayo de varios protocolos de purificacién de variantes de la cGH.
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OBJETIVOS PARTICULARES.

Variacién de la ¢GH en la circulacidn.

a) Aslor a la cGH presenle en & suero.
b} Demostrar y coraclerizar la helerogengidad moleculor de lo ¢GH sésica.

¢) Comparar lo helerogeneidad molecular de lo cBH en la hipofisis y en lo crculocion.

Fosforilacidén de Ia GH v otras hormonas,

a) Demoslror la fosforilocion in silro de lo cGH.

b) Demostrar fo fosforllacion in witro de o {GH,
G~cH, rPRL, oPRL, cPRL, (PRL.

¢) Esludior fo dnélico de fosforilacion de eslos hormonas.

d) Estudior d qrado de fosforlacion de fo oGH, lo ¢GH,
oPRL, 1PRL y 1PRL nalivos.

Aislamiento de variantes de la cGH.
0) Ensoyar condiciones de eleclroelucion de qeles de ND-PAGE
en la purificocion de varigntes hormonales.

b) Probar condiciones de recuperacion de varin;ﬂs hormonales
medionle d uso de los qeles despolimerizobles,

¢) Oplimizor los condiciones de separacivn de variontes de lo ¢GH
por ¢ sislema de isodeclroenfogue preparalivo.

d) Ensayar los condidones de aislamienio de varianles hormonales
por ¢ uso del sislee de cromoloenfoque.
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MATERIALES Y METODOS.

REACTIVOS.

La aprotinina, el fluoruro de fenilmetiisulfonilo (PMSF), el azul de bromofenol, la
concanavalina A (ConA)-sefarosa 4B, la ConA acoplada a peroxidasa de rabano, el
nonidet P-40 y los aminoécidos lisina, arginina, acido glutamico y &cido aspartico, se
obtuvieron de Sigma Chem Co. (St. Louls, Mo, EEUU). La sefarosa 4B activada con
bromuro de ciandgeno, la proteina A-sefarosa, las anfolinas de un intervalo de pH
da 85 a 10 {cromatoenfoque) y el intercambiador PBE-94 fueron de Pharmacia
(Uppsala, Sueciaj. La acrilamida, N'N-metilenbisacrilamida (BIS), N'N-
bis=acrililcistamina (BAC). N'N-dihidroxietilen-bis-acrilamida (DHEBA), N'N-
dialitartardiamida (DATD), N'N'N'N-tetrametilendiamina (TEMED), el persulfato de
amonio, dodecil sulfatoc de sodio (SDS), ﬂ-rnercaploeta;nol. las anfolinas de intervajos
de pH de 3-10 y 6-8, l]a membrana de nitrocelulosa, la gelatina, e! azul brillante de
coomassie R-250 y G-250, el reactivo de Bradiord (para determinacién de proteina),
el negro amido 108, el soporte para el isoelecroenfoque preparativo (Biolyte), el 4
cloronafiol, fueron de Bio Rad (Richmond, CA, EEUU). El immobilon fue de Millipore
(Bedlord, MA. EEUU). Las anfolinas en un intervalo de pH de 8-11 fueron de LKB
(Brormma, Swaden). La urea fue de Merck (Edo. de México, México). El y*P-ATP
(Act. esp. >7000 Cifmmol, preparaci6n cruda) fue de ICN Radiochemicals (irvine, CA.
EEUU) y el ATP no radiactive fue de Calbiochem (La Jolla, CA. EEUU), Las placas
para autorradiografia X-OMAT, el Dektol y la solucién fijadora fueron de Kodak
(México, D.F.). Los demas reactivos fueron de grado analitico, y el agua empleada
fue deslonizada (DDH,0) en un equipo MIil-G (Millipore).

EQUIPO.

En el presente trabajo se emplearon los siguientes equipos:

Agitador "end over end"” (Milligen). Agxtador rotatorio.

Balanzas analiticas (Mettler). Camara de electroforesis muqutcan (BioRad).
Céamara de Biophoresis horizontal (BioRad). Centrifuga {(Sorvall RC-5B).

Centrifuga (Beckman 6R). Ceontador beta (Packard 1506),

Colector de fracciones, espectrofotometro de flujo,
conductimetro, graficador, bombas peritalticas y

columnas de cromatografia (LKB). Concentrador centrifugo (Savant),
Electrodo de superficie (BioRad). Espectrofotometro (Gilford ).
Potencitmetro §5-2 (Beckman), Liofilizadora (Labconco).
Microbalanza electronica (Cahn). Microfuga (Beckman).

Potenciométro (Radiometer). Sistema de electroelucién MiniProtean (Bio
Rad).
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MATERIAL BIOLOGICO.

1) Extractos hipofisiarios. Se colectaron hipéfisis de pollos de engorda (raza
Pilch), machos, j6venes (8 semanas de edad), pocos segundos después de su
sactificio. Inmediatamente después fas glandulas se congelaron en hielo seco, y se
mantuvieron almacenadas a -70°C hasta su uso. La homogeneizacion se llevd a
cabo a 4°C, con una solucién de inhibidores de proleasas (PMSF 0.5 mM y
aprotinina 50 KIU/mi, pH 7.2) a una concenfracion de 0.3 g/mi. Después de Ia
centrifugacidon en microfuga, el sobrenadante se mantuvo a -20°C hasta su anélisis
por electroforesis.

2) Suero de polle. Se obtuvo de pollos (Filch) j6venes sanos, pocos momentos
después de su decapitacidn. La sangre se dejd coagular a temperatura ambiente, se
centrifugd, y el suero sobrenadante se almacend en it-ales de 10 m! a -20°C hasia su
uso. ‘

3) Hormonas. En estos experimentos empleamos GH de pollo -eGH-, purificada
en al laboratorio (Aramburo et al., 1989a); cGH recombinants +cGH- (Amgen); GH
de pavo, obtenida por cromaloenfoque +AGH- (Proudman y Opel, 1880); cGH
glicosilada -GecGH- (Berghman et al., 1987); prolactina de pollo -cPRL- (AFP-4444b,
donada por el Dr. Parlow, Torrance, CA.); PRL de pavo -tPRL- (Corcoran y
Proudman, 1891); PRL de rata -r1PRL- (NIDDK rPRL-B6); PRL ovina -oPRL- (NIADK-
oPRL. 17). Todas las hormonas se solubilizaron a una concentracién de 1 pg/ul en
amoriguador de bicarbonato de sodio 10 mM, pH 8.4, y se almacenaron a -20°C
hasta su uso.

4) Anticuerpos. Los anticuerpos policlonales a-cGH producidos en conejo se
prepararon en el laboratorio (Aramburo et al., 1889b). Los anticuerpos monocionales
o-cGH (MAbcGH) tueron proporcionados por el Dr. Berghman (Bélgica). En algunas
ocasiones, se purificaron los MAbceGHs a partir de liquido de ascitls, por
cromatografia en proteina A-sefarosa, en condiciones de alta fuerza i6nica (véase
apéndice B). Los anticuerpos policlonales a-cPRL fueron proparcionados por el Dr.
Parlow (Pituitary Hormone and Antisera Center). También se emplearon anticuerpos
a-lgG de conejo, de origen caprino, acoplado con peroxidasa de rabano (Bio Rad).
Como testigos, algunas veces se emplearon anticuerpos (IgG) porcinos.

5) Ofiras proteinas. La subunidad catafitica de la proteina cinasa A (Lot. 127F-
19508), la histona H1 y la albamina sérica bovina (Sigma, No. A-7030), fueron de
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Sigma. La albimina bovina (patrén en la determinaclén de proteina) y los
marcadores de peso molecular (PM), para el SDS-PAGE, y de punto isoeléctrico
(pi), para el isoslectroenfoque, fueron de Bio Rad.

METODOS ANALITICOS.

Analisis electroloréticos.

1) Electroforesis no desnaturalizante (ND-PAGE), en cilindro, segin Davis (1964)
y Ormnstein (1964). Los geles resolvedores se prepararon al 7.5 % de concentracién
de poliacrilamida, y los geles separadores al 8.125 %, El amortiguador de corrida fue
Tris 5 mM Gly 38 mM, pH 8.35. Durante la corrida se aplicaron 3 mA par gel (Véase
Apéndice A1)

2). Electroforesis desnaturalizante con SDS (SDS-PAGE), se realizé segun
Lasmmili, (1970}, tanto en condicioneas reductoras como no reductoras. Estos analisis
se llevaron a cabo con el equipo miniProtean. Los geles resolvedor y concentrador
se prepararon al 125 ¥y al 4 % de poliacﬁlmida. respectivamente. El amortiguador
de corrida fue Tris 25 mM, Gly 190 mM, SDS 0.1%, pH 8.6. Durante la electroforesis
se aplicaron 150 V constantes (Véase Apéndice A2),

3) lscelectroenfoque analitico (IEF). realizado en la c&mara de Biophoresis
horizontal. El gel empleado tuvo una concentracidn de § % de poliacrilamiday 2 %
de anfolinas. Los ameortiguadores empleados fueron: Lys 20 mM, Arg 20 mM,
etanolamina 2M (cAtodo) y Asp 20 mM. Glu 20 mM (anodo). En promedio, en la
electroforesis se aplicaron 4000 VxH (aumentos graduales entre 5-10 W durante 1:30
hy2h a 1800 V) (Véase Apéndice A3).

4) Electiroforesis bidimensional (2D-PAGE), que se realizé en el sistema
miniProtean. El gel de la primera dimensién se preparéd al 4.85% de paliacrilamida,
2% de anfolinas y 6 M de urea; la segunda dimensién consistié en un anélisis de
SDS-PAGE (ver arriba). Para la 1a. dimensién se aplicaron 3100 V»d+ (500 V durante
10 min y 750 V durante 4 h). Para més detalles véase Apéndice A4.
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Inmunceledirotransierencia (IET).

Después de la elactroforesis, las bandas de proteina se electrotransfiieron a
membranas de nitrocelulosa o de Immobilon durante 30 min a 200 mA en un
amortiguador de Tris 25 mM, Gly 192 mM, metanol 20%. pH 8.3, para esto se empled
el sistema de miniProtean (Towbin et al., 1979; Aramburo et al., 1890a). A
continuacidn, las membranas se bloquearon con una solucién de gelatina al 3 % en
PBS 10 mM, NaCl 15 mM, pH 7.6 (tincién para variantes de cGH) o con albamina
sérica bovina (No. A-7030), al 3% en PBS, pH 7.6 (tincién de las formas glicosiladas).

Posteriormente, para localizar a las variantes de la cGH, las membranas se
inmunotiferon por un sistema de doble anticuerpo: el primer anticuerpo {policlonal
a-cGH, originadoe en_conejo [Aramburo et al., 1989b]}) se empled a una
concentracion de 1:2000 (vi). El segundo anticuerpo fue «-lgG de conejo. de
origen caprino, acoplado a peroxidas_a de rabano, diluido 1:3000 (viv) en TPBS.
Finalmente, las bandas inmunorreactivas se revelaron con una solucién de 4-
cloranaftol 0.05% y H,0, 0.016% en metanol al 16.6% y PBS, durante 30 min. Para
localizar las variantes glicosiladas, se empled [a concanavalina A acoplada a
peroxidasa de ribano (ConA-P) a una concentracién de 4 ug/ml de solucién al 1 %
de albimina, en PBSITw.een 20 0.05%, pH 7.6. (Véase Apéndice AS5).

A. HETEROGENEIDAD MOLECULAR DE LA cGH
CIRCULANTE.

Wm@&uammmmw
- finidad.

La ¢GH tolal presente en el suero fue aislada mediante cromatografia de
inmunoalinidad, en un columna de sefarosa 4B acoplada con el MAb a-cGH (Para
mayores detalles del aislamiento del anticuerpo monocional ver Apéndice B), como
se indica en el Apéndice C. En el presente estudio, las preparaciones de cGH
circulante se analizaron al 'rnenos en cuatro ocasiones por diferentes sistemas de
electroforesis.

Para cada purificacién se emplearon lotes de 10 ml de suero de pollos j6venes,
de raza Pilch, los cuales se conservaron congelados (-20°C) hasta su uso. Toda la
cromatografia se realizé a temperalura ambiente, y al término de ésta, {a columna se

almacend a 4°C. La cromatografia se llevé a cabo haclendo recircular el suero por la
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columna a un flujo de 12 mi/h durante 2.5 h. Se eluyé la proteina no retenida con el
amortiguador de aplicacion (fosfato 50 mM, NaCl 0.9%, Tween-20 0.01%, pH 76}y, a
continuacién. el amortiguador de alta fuerza i6nica (fosfato 50 mM, NaCl 1 M, Tween-
20 0.01%. pH 7.6). Posteriormants, la proteina adsorbida especificamente a la
columna se obtuvo al lavar con el amonrtiguador de elucién (Gly 50 mM, NaCl 0.8%,
Tween-20 0.01%, pH 3-3.5), y cada fracci6n se recolectd en amortiguador de
Tris/HCI 160 mM, pH 7.5. Al final, se reequilibré la columna con al amortiguador de
aplicacién.

Durante la cromatografia se colectaron fracciones de 1 ml, y se leyeron en el
espectrofolémetro a 280 nm. Las fracciones eluidas se dializaron contra DDH,0O y se
liofilizaron para su posterior anélisis por SDS-PAGE, en condiciones reductoras y no
reductoras, por |IEF y por 2D-PAGE: las bandas se analizaron por tincién con azu!l de
coomassie R-250 o por IET.

Volumen de columna: 3.5ml

Fracciones: 1ml
Flujo: 12 mih
D.O. 280 nm

Aislamiento de la G-¢GH a parir de suero por cromatografia de
afinidad (Con A sefarosa).

La columna de concanavalina A-sefarosa 4B se prepar6 segin el protocolo ya
publicado (Aramburo et al., 1891; véase Apéndice D). El volumen total de resina fue
de 2 ml (que equivale a 30 mg de Con A acoplada a la columna).

Después da su liofilizacion, la preparacién de cGH sérica (un tota! aproximado de
500 ;:g de proteina), se solubilizé en 2 mi del amortiguador de aplicacién (TrisfHC! 20
mM, NaCl 0.15 M, MnCt, 1 mM, CaCl, 1 mM, pH 7.0). Se aplicsd la muestra de
proteina a la columna y se dej6 en contacto con ésta durante 30 min. Pasado este
tiempo. la proteina no retenida a la columna se eluyé con el amortiguador de
aplicacién. Cuando la absorbencia del eluido se acercé a cero, se sluyé la proteina
retenida con el a-metiF-mandsido 10 mM. La proteina retenida restante se eluyd con
a-meti-mandsido 100 mM. Como Gltimo paso, la columna se regenerd por lavados
secuenciales de: i) Tris/HCI 100 mM, NaCt 0.5 M, pH 8.5; i) amortiguador de
acetalos 100 mM, NaCl 0.5 M, pH 4.5; y iif) amortiguador de acetatos 100 mM, NaCl 1
M, MgCl, 1 mM, MnCly 1 mM, azida de sodio 0.1 %, pH 6.0. y finalmente se

almacend a 4°C.
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Volumen del lecho: . 2 ml
Volumen de las fracciones: 1 ml
Flujo: 16 mi/h.
D.O.: 280 nm

Las fracciones se agfuparon en tres lotes: 1) elucibn con amortiguador de
apficacién, 2) eluci6bn con a-meti-mandsido 10 mM y 8} elucion con a-metil-
manésido 100 mM. Todas las preparaciones se dializaron contra DDH,O y se
liofilizaron.

Para identificar la ¢GH sérica glicosilada, se analizaron las fracciones de la
cromatografia por SDS-PAGE, bajo condiciones reductoras, e IET (lincién con suero
policlonal a-cGH y con Con A-peroxidasa).

B. FOSFORILACION DE LAS GHs Y PRLs.

a) Ensayo de fosforilacion # winz

La fosforilacién # wiode la cGH se realizé seguin las condiciones ya descritas
(Aradmburo et al., 1990b; Oetling et al., 1886), con algunas modificaciones.

Para estos experimentos empisamos las hormonas {GHs y PRLs) referidas en la
seccién de Material Biolégico. Todas las hormonas se solubilizaron a una
concentracién de 1 ug/ul en amortiguador de bicarbonato de sodio 10 mM, pH 8.4,y
se aimacenaron a -20°C hasta su uso.

E£n el presente trabajo se realizaron dos tipos de ensayos de fosforilacién: a)
empleando sélo ATP radiactivo (Aramburo et al., 1990b), y b) con la adicién de un
exceso de ATP no radiactivo, esto Gitimo tenfa como finalidad poner a competir los
ATPs radiactivo y no radiactivo por los sitios de fosforilacién especificos de las
distintas hormonas. En el primer tipo de ensayo, se tomé como testigo negativo la
enzima mas ATP marcado, pero sin hormona. Para el segundo ensayo, se tomaron
en cuenia, como testigos negativos, las incubaciones de las hormonas con ATP
radiactivo, pero sin enzima; y la incubacién de la APK mas ATP marcado, pero sin
hormona.

Ambos tipos de ensayo de fosforilacién consistieron en incubar 3 g de cada

hormona con 30 unidades de la solucién de proteina cinasa A (APK) y con la
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solucién de ATP radiactivo, y asi obtener un volumen de reaccisn total de 30 ul. La
APK se solubllizé en amortiguador de fosforilacién (Tris-HC! 50 mM, MgCl, 10 mM,
pH 7.4) y con 5% de DTT (que se aRfadié a pariir de una solucién de DTT
concenirada §00 ug/ul). En estos experimentos se emples sélo y*P-ATP (primer tipo
de ensayo) o una solucidn de ATP consistents en una mezcla de y*P-ATP y un
exceso de ATP no radiactivo, que constituyé el segundo tipo de ensayo.

En cada ensayo se emplearon 10 uCi de ¥*P-ATP, lo que equivale a 0.47 uM en
la mezcia total de reaccién. Para los ensayos de fosforilacién de GHs se emplearon
proporciones de 1:10; +3P-ATFP:ATP no radiactivo; en ensayos con PRLs se
emplearon proporciones de 1:100.

Tanfo la solucion de ATP como la de APK se agragaron a la solucién de
horm;:ma mientras el tubo eppendorf se mantenia en hielo. Fue hasta que todas las
mezclas de reaccién estuvieran listas que se inicié la incubacién de los tubos a 30°C
durante 60 min. Durante este lapso, se tomaron alicuotas para determinar la cinética
de fosforilacién. Para el analisis por electroloresis desnaturalizante en condiciones
reductoras a la mezcla de reaccidn restente se le agregé amoriguador de muesfra
(5% de S-mercaptoetanol) y con SDS (SDS-PAGE). Las muestras se calentaron a
85°C durante 5 min antes de colocarias en los carriles del gel. Al término de la
electroforesis, los geles se tifleron con azul de coomassie R-250 o se
electrofransfirieron a membranas de Immobilon, segin las condiciones ya descritas
{(Apéandice AB).

Los geles teflidos con azul de coomassie y secos, y las membranas de
Immobilon se incubaron a -10°C con pelicula para autorradiografia X-OMAT. Las
placas fotograficas se revelaron con un lavado de 1-5 min en la solucién reveladora
(Dekiol 1:2 en agua). Después de lavar con abundante agua de la liave, Ia placa se
lavé 5 min en la solucion fijadora. Finalmente, la pelicula se lavé en agua y se dejé
secar.

Las membranas de Immobilon, después de la autorradiografia, se inmunotifieron

{véase Inmunoelectrotransferencia, aniba o Apéndice AS).

b) Cinéticas de fosforilacién para las GHs y PRLs.

Con objeto de optimizar las condiciones para estudiar a cinética de fosforilacién,
iniciaimente se emples la histona H1 como sustrato de Ia fosforilacién en un ensayo
preliminar. Con base en las condiciones desoritas aniba para {a fosforilacién 4 vira
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se fomaron alicuotas a los tiempos de 0, 5, 10, 20, 30, 45 y 60 min y se colocaron en
cuadros de diferentes tipos de soporte: papel de fosfocelulosa (Whatman P81),
papel Whatman No. 41 y papel Whatman 3MM. Estos se lavaron (como se describe
enseguida), y se contaron con liquido de centelleo [PPO (C,H,/NO) 4%, POPOP
(H,HN,O,) 0.1% en toluenoc].

Para llevar a cabo la determinacién de las cinédticas de fosforilacién de las GHs y
PRLs, a los tiempos de 0, 5, 10, 20, 30, 45 y 60 min. se tomaron alicuotas de la
mezcla de reaccién (2 pl), y se colocaron en cuadros de fosfocelulosa (Whatman
P81, 1 x 1 cm, uno para cada tiempo y cada hormona). Los papeles se dejaron
secar durante 2-3 min. A continuacién, se pasaron a frascos de vidrio y ahl se
lavaron un total de 6 vaces con una solucién de TCA al 10% frio (3 m! en cada
frasco); cada lavado duré aproximadamente 15 min. Después, se lavaron los
papeles con isopropanol, primero, y después con acelona, Al final los papeles se
cambiaron a frascos limpios, se les agregé 5 mi de ﬂq&:lido de centelleo y se midis la
radiactividad incorporada en un contador beta, durante1 min.

La cinética de fosforilaci5n de cada hormona se determiné por triplicado, siendo
los tres ensayos efectuados al mismo tiempo. En cada ocasién, se pusieron como
testigos la APK con ATP marcado, pero sin hormona; y la solucién de ATP sin APK y
sin hormona. A las cuentas por minuto (CPM) de cada frasco se le rests la

contribucién promedio de los testigos.

<) Determinacién de fosfato esterificado a las hormonas.

La determinacién, del 'contenido de fosfato esterificado, se realizé en
preparaciones puras de oGH (1.6 y 3 nmoles), oGH, tPRL, oPRL, rPRL y c-caselna,
como testigo positivo (0.26y 0.5 nmdhs). por el método de Buss y Stull (1853).

En cada ensayo, se trataron allcuotas de las diferentes muestras con 26 ul del
reactivo de ceniza [Mg(NO,), 10 % en etancl al 95%] y se calentaron hasla obtener
un residuo blanco. Después, para disolver el residuo, se aRadieron 150 ul de HCI 1.2
N y 50 ul del reactivo de fosfato (molibdato de amonio 10% en HCI 4 N, verde de
malaquita 0.2%, 1:3, Q/v). Después de 15 min, el color resultante se midlé a 660 nm
* en microceldillas. La curva patrén se preparé con KH PO, (0-1.5 nmol Pi/mi).
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C. AISLAMIENTO DE LAS VARIANTES DE LA cGH.

a) Electroelucién de geles nativos de poliacrilamida (ND-
PAGE).

Este protocolo se basé en las técnicas de Davis (1964) y Omstein (1864), con
modificaciones de Nicoll (1971). Para mas detalles ver la seccién de mélodos
analiticos (arriba) y Apéndice E. En cada experimento se realizaron 8 electroforesis
paralelas, donde se agregaron entre 40 y 60 ug de cGH a cada gel. Después de la
electroforesis, se cortaron secciones de los geles que correspondieron a las bandas
de las tres variantes de carga de la ¢cGH (Rf= 0.23, 0.30 y 0.35). Uno de los geles se
tifé con "Quuick stain” (3.5% de &acido percibrico, 0.025% de azul de coomassie G-
250) y se empled como pairén. )

Paosteriormente. las secciones de gel se electroeluyeron. Para hallar las mejores
condiciones de electroelucion se probaron amortiguadores de distinta fuerza iénica

y PH, asi como diferentes sistemas de electroelucién (véase Apéndice E).

Condiciones de electroelucion.

a) En una cdmara ISCO, con amortiguador de Tris-acetatos 40 mM (camara
interna) y 400 mM (cdmara externa), pH 9.1. La electroelucién se llevé a cabo
durante 6 h a una potencia constante de 3Wy a4°C,

b) En el sistema de electroelucién MiniProtean, se empled un amortiguador de
Tris-acetatos S0 mM pH 9.1. La electroslucién se realizé a 10 mA por cada muestra,
durante 6 h a 4°C.

c) En el sistema MiniProtean, se empled el amortiguador de bicarbonato de
amonio 50 mM, pH 9.5, Las condiciones de corrida fueron de 13-16 mA por muestra
durante 5 h a 4°C,

d) En condiciones acidas y en el sistema MiniProtean, se empled amortiguador
de acetatos 50 mM, pH 4.5. Las condiclones de corrida fueron de 13-16 mA por
muestra durante 5 h a 4°C,



31

Las fracciones recuperadas se dializaron contra DDH,0 y se liofilizaron. Entonces

se determiné la cantidad de proteina y se analizaron las tracciones por SDS-PAGE e
IET.

b) Empleo de geles despolimerizables.

Para la implementacién de este sistema de aislamiento de variantes hormonales,
nos basamos en las condiciones descritas con antericridad (Andrews, 1986;
Baumann y Chrambach, 1976; Ghaftari, 1988; Hansen, 1977. Hansen et al.,, 1980;
Hansen, 1981; O'Connell y Brady, 1977; Tas et al., 1979.Young et al., 1980).

Para este trabajo, en la elaboracién de geles para el anllisis de ND-PAGE, se
probarcn tres tipos de enfrecruzadores: N'N'-bis=acriliicistamina (BAC); N'N-
dihidroxdetilen-bis-acrilamida (DHEBA); y N'N'-dialitartardiamida (DATD) (véase
Apéndice F). .

Para el presente protocolo de aislamiento de variantes de cGH se empleé el BAC
como entrecruzador. Al término de la eleciroforesis, las secciones de gel
comrespondientes a las distintas variantes se coraron (ver seccién anterior). La
proteina contenida en los geles se obtuvo sepin las condiciones de
despolimerizacién descritas en el Apéndice F.

A continuacién, se intentd descartar los contaminantes de la despolimerizacidén
(restos de poliacrilamida y g-mercaptoetanol) por diferentes métodas:

a) La mezcla de despolimerizacién se filiré en membranas de 0.45 um (Millipore).

b) Se cromatografié por una columna de sefadex G-150, con un amortiguador de
bicarbonato de amonio 10 mM pH 8.6.

c) Se dializé contra agua, y la solucién, sin 8-mercaptoetanol, se concentrd por
liofilizacién.

Finalmente, en todos los casos, 1a cantidad de proteina recuperada se determind
por la reaccién de Bradiord la presencia de hormona por el anélisis de
inmunormeactividad en "dot blot® (véase Apéndice H). y la proteina finalmente
recuperada se analizd por SDS-PAGE .

c) Iseelectroenfogue preparativo (IEFER).

Para el iscelectroenfoque preparativo se empleé el sistema de Biophoresis

Horizontal. En la preparacion del soporte, las condiciones de corrida, la técnica para
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detectar las proteinas separadas y la recuperaciSn de proteina, se fomaron en
cuenta las condiciones descritas por Frey y Radola, 1882, Andrews, 1986, y por los
laboratorios de Bio Rad. Para detalles de esta técnica ver Apéndice G.

En los experimentos preliminares se emplearon 5 mg de oGH (NIADDK-0GH-13,
NiH), en los dos ensayos posteriores se ocuparon 3 y 4.5 mg de cGH pura (fraccién
BDE-1). En los ensayos de IEFp se aplicaron 900 V durante 16 h antes de aplicar la
muestra; tras agregar ia hormona, se aplicaron 2000 V durante 5 h a 4°C (24,400 Vx4
{otales).

Al término del IEFp, se determind el gradiente de pH con un electrodo de
superficie y con un potenciémetro, se localizaron las variantes separadas y se
fraccioné la resina segun la separacion de las variantes. La proteina de cada fraccién
se recuperd por extraceién de laresina con DDH,O.

Posteriormente, se probaron distintas condiciones para eliminar las anfolinas:

a) Cromatografia en sefadex G-10 en amortiguador de bicarbonato de amonio
50 mM, pH 8.4, ’

b) Electroelucisn en bicarbonato de amonio 10 mM, pH 8.

c) Precipitacién al 50 % de saturacién con sulfato de amonio.

Finalmente, se determiné la cantidad de proteina recuperada y se analizé por
SDS-PAGE, por [EF y por IET.

d) Cromatoenfoque preparativo (CER).

Para esta técnica se empled el intercambiador iSnico PBE-94 y "polibuffer 96°.
Para |a preparacién de |a columna y para optimizar las condiciones de la

cromatografia, nos basamos en lo recomendado por Pharmacia.

Preparacidn de la columna,

1) Se prepard el amortiguador inicial (etanolamina/acido acético 25 mM, pH 9.4).

2) Ef amortiguador de elucitn se obtuvo después de diluir el “polibuffer” (25 ml) con
agua 1:10 (viv), ajustar el pH a 6.0 con Acido acético, diluir 1;:10 con agua, y
desgasificar.

3) Se equilibré el PB-84 en el amortiguador inicial (se empleé 20 mi de gel). Esta

suspensidn se desgasifico.
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4) Se empacé la resina al mayor flujo posible (30 mi/h). Se lavé la columna hasta que

ol pH del eluyente fuera similar al pH del amortiguador inicial.

Cromatografia,

Como un ensayo preliminar, se intents la separacién de las variantes de carga de
la GH ovina -oGH-.

1) Se pesaron 5.5 mg de oGH., y se disolvieron en 0.5 m! de amortiguador inicial.
2) Se ajusté el flujo de la cromatografia a 25 mif/h.

3) Se pasd 5 ml del amortiguador de elucidn por la columna.

4) Se aplicd, entonces, la muestra.

5) Se agregé el amortiguador de elucién y se colectaron las fracciones cada 3 ml.

Columna: k9/30 (Pharmacia)

Dimensiones: 9> 280 mm
Volumen del lecho: 17 mi
Flujo: 25 mi/h
Vol. de gada fraccién: 3ml

6) Con objeto de localizar los picos de proteina separados por el
cromatoenfoque, se analizaron alicuyotas de cada fraccién mediante la reaccién de
Bradford y leyendo suD.O. a 585 nm, .

7) Para su posterior anélisis, la proteina se precipité con sullalo de amonio al 100
% de saturacién, durante 3-4 h, a temperatura ambiente y se centrifugé a 28,800xg
durante 1 h a 4°C.

9) Finalmente, las fracciones se dializaron contra DDH,0O y se liofilizaron, antes de
analizarlas por electroforesis (SDS-PAGE e IEF), y localizar la proteina por tincién

con azul de coomassie R-250 o por inmunotincidn especifica.
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RESULTADOS
A, HETEROGENEIDAD MOLECULAR DE LA cGH CIRCULANTE.

A1, Adamienlo de lo oM sérica por cramalograli de jnmunogfinidd,

La ¢GH sérica se aislé por cromatografia de inmuneafinidad en una columna de
sefarosa 4B con MAb a~cGH; en la figura 6§ se muestra el patrén de elucién tipico
obtenido a partir de lotes de 10 m! de suero. Para este estudio, se realizaron 8
ensayos de aislamiento de c¢GH circulante y [os patrones de elucién fueron
semejantes. En su primera parte (fracciones 1 a 10), fa proteina sluida corresponde
a las moléoulas no retenidas a la columna. Las proteinas retenidas
inespecificamente se eluyeron con e! amortiguador de alta fuerza idnica (AFI)
(fracciones 10 a 40). La proteina retenida especiﬁéamenle (¢GH} se recuperd
lavando con el amortiguador de elucidn (E), y se recolectd en Tris 100 mM, pH 7.5,
para neutralizar las muestras. Finalmente, las condiciones iniciales fueron restituidas
al lavar con el amortiguador de aplicacién, y entonces, se eluyd otra porcién de
proteina (R). )

Mediante el andiisis de inmunorreactividad y electroforesis (SDS-PAGE, ver
seccién que sigue) se comprobéd que las fracciones E y R correspondieron a cGH.
En esta técnica, la cantidad de proteina colectada a partr de cada lote de suero fue
variable (entre 20 y 80 ;g de proteina).

A2 Coraclerizacion decloforélica de los voriantes.

A partir de cada una de las preparaciones de cGH circulante aisiadas, se llevaron
a cabo los andlisis electroforéticos correspondientes y, en todos los casos, [os
resultados siempre fueron constantes. En estudios anteriores se caracterizé al
anticuerpo policlonal y se mostrd que éste, en ensayos de RIA, no reconoce a ofras
GHs ni PRLs (Arémburo et al, 1989); asimismo en ensayos de
Inmunoelectrotransferencia, se observé baja iInmunorreactividad de otras GHs (datos
no presentados). En la figura 6 se observan los resuitados de! andlisis por
electroforesis desnaturalizante con SDS (SDS-PAGE) ¢ IET de la fraccién purificada
de cGH sérica. En la misma figura se compara e! patrén eleciroforético y de
inmunorreactividad del extracto hipofisiario fresco de polle. En condiciones no
reductoras, la fraccién de oGH sérica mostrd 7 variantes
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Figura 5. AISLAMIENTO DE LA c¢GH SERICA POR CROMATOGRAFIA DE

INMUNOAFINIDAD. Elucion de proteina no retenida: fosfato 50 mM, NaCl 1 M,

tween-20 0.05%, pH 7.6 {(AFL: amortiguador de alta fuerza idnica); elucién de proteina

retenida: glicina 50 mM, NaCl 0.1 M, Tween-20 0.05%, pH 3.5 (E: amortiguador de

eluclon) reconsmucxon (R) fosfato 50 mM, pH 7.6, Volumen de columna: 3.5 ml;
de las fri : 1 ml; flujo: 12mllh,D O, 280 nm.
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Figura 6, ANALISIS ELECTROFORETICO DE LAS VARIANTES DE MASA DE LA
¢GH SERICA (SDS-PAGE). Las variantes se localizaron por la inmunotincién con
antisuero especifico. Recuadro de la kzquierda: condiciones no reductoras (NR);
recuadro de la derecha: condiciones reductoras (R). Camiles A Y D; extracto
hipofisiario de pollo; carriles B ¥ C; ¢GH aisiada a partir de suero. Obsérvese la
coincidencia en los patrones de heterogeneidad molecular para la ¢cGH obtenida de
tejidos diferentes.
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de masa, con pesos moleculares de: 22, 45, 80, 80, 87 y dos variantes con PM
mayor de 100 kDa (carril B). A su vez, el extracto hipofisiario mostré variantes de 22,
45, 62 y 80 kDa (camil A). En las condiciones reductoras, en la fraccion de c¢GH
sérica (carril D) se observaron también 7 variantes de 16, 22, 26, 52, 62, 64 y 66 kDa:
y en el extracto hipofisiario (carril C) se enconiraron wvariantes de 16, 22, 26, 52 y 56
kDa. En la tabla lIl se resumen estos resultados.

Los resultados anteriores hacen evidente que la proteina aislada a partir del suero
de pollo se compora, por criterios de migracién electroforética y de
inmunorreactividad, como cGH. Asi también, podemos observar que hay gran
semejanza en la heterogeneidad molecular presente en sl exdracto hipofisiario y la
encontrada en la ¢GH sérica.

En Ia figura 7 se muestran los resultados del anélisis por IEF e IET. En la misma
figura se presenta una comparacién de los patrones de variacién de carga de la
cGH hipofisiaria pura (fraccin BDE-1) (carril 1), del extracto de hipdfisis de pollo
(carTil 2) y de la fraccién de c¢GH circulante (carril 3).. La fraccién BDE-1 mostré seis
variantes de carga con pls de 6.8, 7.1, 7.3, 7.5, 7.8 y 8.1. Por su pare, en sl extracto
hipofisiario se observaron variantes con pls de §.9, 6.8, 7.1,7.3,75,7.9,8.1 y82. En
el caso de la ¢GH circulante se enconfraron isoformas con pls de 545, 6.2, 6.8, 7.1,
7.5 y 8.1, ademas de ofras dos variantes acidicas (que no se aprecian bien en Ia
fotografia), presentes an mucha menor proporcién. En fa tabla |l se resumen los
resultados de la heterogeneidad de carga .

En la figura 8 se observa el andlisis bidimensional y de IET de la ¢GH presente en
la circulacién. Por esta técnica se observaron al menos 6 variantes de la cGH, con
diferencias en la carga y con el mismo PM (26 kDa, condiciones reductoras). Este
patrén bidimensional es semejante al chservado para fa cGH hipofisiara pura (BDE-
1) y ol extracto hipofisiario de pollo (Ar&mbure et al.,, 1990a; véase también figura 4).

A3, Aslgmienio de lq G-cOH sérica por gromaleqralig
de gfinigad.

La purificacién de la G-oGH sérica se muestra representada en la figura 8. El pico
principal (lado izquierdo) lo constituye la proteina no retenida a la columna de ConA~
sefarosa (hormona no giicosilada}, que se eluyS al lavar la columna. Para eluir la
proteina retanida, se agregd oa-meti-manéside 10 y 100 mM (A y B.
respectivamente). De esa elucién se recuperaron dos pequefios picos de proteina
(en el recuadro se observa una amplificacién); para su andlisis electroforético,
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Figura 7, ANALISIS POR ISOELECTROENFOQUE (IEF) DE LAS VARIANTES DE
CARGA DE LA cGH. Las variantes se local izaron por inmunotincion espemflca Carril
1:'¢GH pura; carril 2: extracto hipofisiario; camril 3: Iraccién de cGH sérica. La
preparacién de ¢GH sérica mostrd isoformas con pls de 545, 6.2, 6.8, 7.1, 75 y 8.1;

obsérvese que les variantes mayoritarias (pI DE 6.2, 6.8,7.1,7.5 y 8. 1) comcxden con lus
existentes en el extracto hipofisiario y enlafraccidon pura de la hormona.
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TABLA II,
VARIANTES DE CARGA DE ¢GH PRESENTES EN HIPOFISIS Y

EN CIRCULACION.
pl Hipéfisis Suero
5.45 - +
5.9 + -
6.2 - +
6.8* + +
7.1* + +
7.3 + -
7.5° + +
7.9 + -
8.1* + +
8.2* + -

+=presencia, -= ausencia. *= variantes mayoritarias.
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Figura 8. CARACTERIZACION DE LAS VARIANTES DE CARGA DE LA cGH
CIRCULANTE POR ELECTROFORESIS BIDIMENSIONAL. Las variantes se
observaron por inmuntincion especifica. En esta figura se- observan al menos 7
isoformas de la cGH con ef mismo peso molecular y diferente punto isoeléctrico.
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" Figura 9. PURIFICACION DE LA VARIANTE GLICOSILADA DE LA c¢GH
CIRCULANTE POR CROMATOGRAFIA EN CONCANAVALINA A-sefarosa.
Elucién de proteina no retenida: Tris/HC1 20 mM, NaCl 0.15 M, MnCl, 1 mM, CaCl, 1
mM, pH 7.0; elucién de la proteina adsorbida: 10 y 100 mM de a-metil-manésido,
fracciones A Y B respectivamente. En el recuadro superior se observa la amplificacién
de laregion de elucion de la variante glicosilada, Volumen def lecho: 2 ml; volumen de
las fracciones: 1 ml; flujo: 15 mi/h.

41



42
ambas fracciones se dializaron y liofilizaron por separado. Por su estudioen SDS-PAGE e
IET con anticuerpo policlonal, se observé que las proteinas de los picos Ay B eran
idénticas, por lo que se reunieron en una sola.

En lafigura 10 se observan {os resultados del anélisis por SDS-PAGE e IET de las
distintas fracciones de Ia cromatografia en Con A-sefarosa, asi como de las
preparaciones de la hormona pura (carril B) y de extraclo hipofisiario fresco de poilo
{carril C).

En la preparacion de cGH pura se encontrd e} patréon de heterogeneidad de
masa ya antes publicado (ArAmburo et al., 1990a): fragmento (16 kDa), la forma
monomérica (26 kDa), agregados (40-55, 62 kDa) y formas posiblemente resistentes
a la reduccién con g-mercaptoetanol (22 kDa). El extracto hipofisiaric mostré
resultados muy semejantes: fragmentos (16 y 18 kDa), monémero (26 kDa),
agregados (40-55, 62 y cercanos a 100 kDa), formas resistentes a la reduccién (22
kDa) y variantes glicosiladas (29 kDa).

Por su lado, las fracciones de la cromatografia de afinidad se analizaron por
duplicado: unas fracciones se inmunotiferon con el anticuerpo policional a~cGH
(carriles D y E) y las ofras se tifleron con ConA-P (carriles F y G). En la fraccién de
protelna no retenida a la columna se cbservaron varias bandas inmunorreactivas al
anticuerpo policlonal (carril D) con PM de: 16, 18, 26, 31 y 62 y 66 kDa. Cuando esta
fraccion se tifié con la ConA-P (carril F) no se observaron bandas reactivas a la
lectina. La fraccion retenida a la columna de afinidad mostré, asimismo, varias
bandas inmunorreactivas al anticuerpo policlonal (carril E) con PM de: 16, 29, 31, 62
y 66 kDa: con la tincién de la ConA-P (carril G) se observaron bandas de 29, 55, 62y
66 kDa. En la tabla lil se muestra una comparacién lotal de la heterogeneidad de
masa de la cGH que se observé en este estudio (Figuras 6y 10).

La presencia de una forma inmunomreactiva a los MAb o~cGH, suero policlonal, y
reactiva a la concanavalina, en la fraccién retenida a la columna de afinidad, permite

sugerir que se trala de ia forma glicosilada de la ¢cGH circulante.

B. FOSFORILACION DE LA GHsy PRLs.

B.1. Fosforilocitn 22 st

En las figuras 11y 12 se observan los productos de [a fosforilacidn provocada por
la subunidad catafitica de la proteina cinasa dependiente del AMPc (APK), después
de una incubacién de 30 min en presencia de Y¥P-ATP En la primera de estas



Figura 10. ANALISIS ELECTROFORETICO (SDS-PAGE, en condiciones reductoras)
DE LAS FRACCIONES ELUIDAS DE LA COLUMNA DE CONCANAVALINA A-
sefarosa. El carril A se tifié con negro amido; los camiles B a E se inmunotifieron con
suero a-cGH; y los carriles F y G se tifieron con concanavalina A-peroxidasa. Carril A:
marcadores de peso molecular; carril B: ¢cGH purs; carril C; extracto hipofisiario;
carriles D y E: fraccién no adsorbida a la columna; carriles F y G: fraccidn retenida ala
columna. Obsérvese la presencia de una proteina de 29 kDa, inmunormreactiva al
anticuerpo policlonal y reactivo a la concanavalina A (carriles E y G), una banda de
peso molecular similar se observa también en el extracto hipofisiario.
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TABLA 1l
VARIANTES DE MASA DE ¢GH PRESENTES EN HIPOFISIS Y
EN SUERO.

Pcso
Molecular (629 (NR)
(kDa)

HIPOFISIS SUERO HIP.OFISIS SUERO

16.8*
22.0°
26.0"
28.8
31.0
45.0*
50.0
52.0
56.0
62.0
64.0
66.0
80.0
86.7
>100

L R I R ]

L N O SLI I S
I YRR
+
H

P T

LI I L
H

R= condiciones reductorax, NR= condiciones no
reductoraz, -+=prexencia, -= auzencis. +-=
posible presencin, *= variantes mayoritarias.
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Figura 11, ANALISIS ELECTROFORETICO DE LOS PRODUCTOS DE
FOSFORILACION DE LAS HORMONAS DE CRECIMIENTO (GH) DE AVES POR
LA PROTEINA CINASA DEPENDIENTE DE AMPc Y EN PRESENCIA DE +33p-
ATP. Camril 1: tincion con azul de coomassie; camil 2: electrotransferencia ¢
inmunotincién con a-cGH; carril 3: autorradiografia. Panel A: mercadores ‘de peso
molecular y cGH como patrdon. Panel B: ¢cGH méas APK. Panel C: G-cGH mas APK.
Panel D: tGH mas APK. Panel E: APK sola. Las peliculas se expusieron durante 24 h,
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figura, en el panel A se observa, al lado de los marcadores de PM, la preparacién
pura de la cGH teRida con coomassie R-250 (carril A1) y por IET (carril A2). Este
patrén electroforético y de inmunotincién es semejante al ya mostrado (Aramburo et
af., 1990a). En los paneles B y D, la cGH y tGH. respectivamente, se incubaron con
la APK y el v+3FATP. En los carriles B1 y D1 (lincién con coomassie), y carriles B2 y
D2 (inmunotincidn) se observa ia presencia de la forma monomérica de las
preparaciones hormonales. Es en los carriles B3 y D3 que se observan los analisis
por autorradiografias de los geles anteriores. En ambos casos, se obsarva ia
presencia de una banda marcada en la misma posicibn que las hormonas
correspondientes: las ofras bandas con marca radiactiva comesponden a los
componentes de la preparacion de APK, como se muestra en el carril donde se
adiciond sélo la APK {carril E3). En el panel C se observan los resultados obtenidos
con la variante glicosilada de ia cGH. Aunque se observé la pre.sencia de la variante
hormonal (29 kDa), tanto por tincién con coomassie como por IET (caniles C1 y C2),
no se encontréd6 una banda marcada radiactivamente, después de 24 h de
exposicidSn con la pelicula. El mismo resultado se obtuvo cuando se incubé la
preparacién hormonal durante 60 min.

En la figura 12 se observan los resultados de la incubacién con APK, durante 30
min, con las diferentes preparaciones de PRL. En el panel A se observan los
marcadoras de PM (carrii A1), y la ¢GH usada como testigo, tefiida con coomassie
{carril A2) y por IET (carrit AS). En los carriles 1 y 2, de los paneles B-E, se observan
las proteinas teRidas con coomassie y poar inmunotincion con anticuerpo «-cGH,
respectivamente; en estos carriles 2 no se observa ninguna banda inmunorreactiva,
lo cual demuestra, por una pare, la gran especificidad del anticuerpo para la cGH, y
por Ia ofra que las preparaciones de PRI no estaban contaminadas con GH. En los
paneles B3-D3 se observa la presencia de bandas marcadas radiactivamente que
corresponden con las bandas de PRL tefiidas con coomassie (carriles B1y D1). En
el caso de la cPRL y oPRL se observé sélo una banda fosforilada. Sin embargo, con
la tPAL se observaron dos bandas marcadas, y que correspondieron a las dos
bandas tefidas con commassie (carril C1); esto es debido a que la preparacién
hormonal empleada contiene a la holoproteina y a la variante glicosilada sin separar.
Este hecho mostré que, a dilerencia de lo que sucede con la G¢cGH, la GPRL es
fosforilada muy eficientemente por la APK. Finalmente, en el panel E se muestran
fos resultados del anélisis de APK sola y que sirvi6 como testigo. Como se puede

observar, en este, ninguna banda marcada se hizo



cGH cPRL tPRL oPRL PKA

Figura 12. ANALISIS ELECTROFORETICO DE LOS PRODUCTOS DE
FOSFORILACION DE LAS PROLACTINAS (PRL) DE AVES POR LA PROTEINA
CINASA DEPENDIENTE DE AMPc Y EN PRESENCIA DE 132P-ATP. Carril 1:
tincién con azul de coomassic; carril 2: electrotransferencia ¢ inmunotincién con
a-cGH; carril 3: autorradiografia. Panel A: marcadores de peso moleculary ¢cGH como
patron. Panel B: ¢cPRL méas APK. Panel C: tPRL y G-tPRL més APK. Panel D: oPRL
més APK. Panel E: APK sola. Las peliculas se expusieron durante 1 h.
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evidente en la zona correspondiente a las PRLs. Estos mismos resuliados se
obtuvieron cuando se incubaron las muestras durante 63 min. A diferencia de los
ensayos de GH, los anilisis autorradiograficos de los ensayos de PRL son el
resultado de la exposicion de la pelicula fotografica durante 1 h.

En la figura 13 se observan los resullados de un segundo tipo de ensayo de
fosforilacion; donde el y*2P-ATP se puso a compelir con un exceso de ATP no
marcado. En los paneles A y B se analizaron las PRLs, y en los paneles Cy D se
analizaron fas GHs. En el panel A se muesiran los productos de fosforilacion,
visualizados por autorradiografia, al incubar las PRLs (cPRL, tPRL, (PRL y oPRL,
respeclivamente) con v P-ATP, pero sin adicionar la APK. Como se observa, no se
detecté ninguna banda marcada en la zona de las PRLs; esto demuestra que el
proceso de fosforilacidn es totalmente especliico y dependiente de la actividad de la
APK. En el pane] C observamos los resullados de un analisis similar, donde las GHs
(cGH. tGH y G-cGH, respectivamente) se incubaron con y2P-ATP, pero sin APK.
Aqui también, ante la ausencia de la enzima no se abservé la presencia de alguna
banda marcada radiactivamente, o cual demuestra que la incorporacién de fosfato
radiactivo es el resultado de un proceso especifico de la APK. En el panel B se
observan los resullados de incubar las PRLs con ia APK, con $3P-ATP y con un
exceso de 100 veces de ATP no radiactivo. En estas condicionas se observaron
bandas marcadas radiactivamente en las zonas correspondientes a las PRLs, al
mismo tiempo, desaparecieron las bandas marcadas que correspondian a la propia
preparacién de APK (comparese con Ia figura 12, carriles B3-D3). Estos resuitados
son una prueba clara de la competencia entre los ATPs radiactivo y no-radiactivo por
los mismos sitios de fosforilacibn en las diferentes hormonas. En el panel D se
observan los resultados de ensayos similares de fosforilacién con GHs, en los cuales
se adiciond un exceso de 10 veces de ATP no radiactivo con respecto al y2P-ATP,
Aqul también se hicieron visibles bandas marcadas en las zonas de la cGH (carril 1)
y {GH (carril 2), pero no en la G-cGH (carril 3), o cual es coherente con lo observado
en la figura 11. Asiiambién, en este anilisis se observa una imporante reduccién de
la intensidad de marca radiactiva de Ia bandas propias de la preparacién de la APK,

aunque no desaparecieron.



Figura 13. ANALISIS ELECTROFORETICO DE LOS PRODUCTOS DE
FOSFORILACION DE LOS ENSAYOS SIN APK Y EN COMPETENCIA CON UN
EXCESO DE ATP NO RADIACTIVO. Paneles A y B: prolactinas (carril 1: ¢cPRL;
carril 2: tPRL y G-tPRL; carril 3: rPRL; y carril 4: oPRL). Paneles C y D: hormonas de
crecimiento (carril 1: cGH; carril 2: tGH; carril 3: G-cGH; y carril 4: APK sola. En los
paneles A y C se muestran los resultados por autorradiografia de ensayos de
fosforilacién sin la adicién de APK. En el paneles B y C se observan los resultados de
ensayos de fosforilacién donde se pusieron a competir y?ATP y ATP no radiactivo
(Panel B: 1:100; en el panel D: 1:10),
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Figura 14. CINETICAS DE FOSFORILACION DE LA HISTONA 1. En Ia
grafica se observan los resultados de probar tres tipos de soporte (papel de
fosfocelulosa P81, papel Whatman W42 y papel Whatman 3MM, ver pag. 25).
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b) Delermingcitn de lo cinélica de losforilacitn.

En un primer ensayo, con el objeto de optimizar las condiciones experimentales,
se emples la Histona H, como sustrato a ser fosforilado, se probaron distintos
papeles, para servir como soporte en la precipitacion de la proteina fosforilada.
Como se muestra en fa Figura 14, al aumentar el iempo de incubacién. cuando se
empled el papel de fosfocelulosa P81, la cinética de fosforilacién de la histona H, fue
mas regular, y coherente con un aumento continuo y gradual de la proteina
marcada.En los otros casos, las curvas presentaron cambios bruscos e inconstantes
entre un tiempo y otro. Por este anilisis decidimos trabajar con la fosfocelulosa P81,
como soporte para retener a las hormonas fosforiladas precipitads con TCA.

En las figuras 15 y 16 observamos las cinéticas de fosforilacion de las GHs y
PRLs, respectivamente. Es importante sefialar que estos ensayos de fosforilacién se
llevaron a cabo al poner a competir ATP radiactivo con un exceso de ATP no
radiactivo. Para cada cinética se muesira el promedio de tres ensayos
independientes. La desviacién estandar promedio de las cinéticas fue: cGH= 1200;
tGH= 3800; cPRL= S00; tPRL= 2100 y rPRL= 7200. Como se observa en ambas
figuras, la incorporacién de fosfato radiactivo aumenta de una manera claramente
dependiente del tiempo de incubacién. Después de 30 a 40 min de incubacién, la
incorporacién de marca radiactiva alcanza un nivel maximo, lo que sugiere la
saturacién de los sitios de fosforilacion. Como se observé en la Figura 13, aqui
también se abtuvo una mayor incorporacién de fosfato radiactivo en las PRLs que en
las GHis, lo cual nos habla de la mayor capacidad de la APK para fosforilar a las
primeras con respecto a las segundas. Asf entonces, estos resultados muestran que
la fosforilacién de las hormonas es un proceso altamente especifico, donde el fosfato
radiactivo y no radiactivo compitieron por un nimero finito de los mismos sitios de

foslorilacion.

¢) Defermingcitn gnoliticg de fosfale esterificado ¢ las hormonas,

Como una prueba de que la fosforilacion de ias hormonas (GHs y PRLs) es un
proceso de transformacion que ocumre en la hip&fisis de manera real, se determiné
el contenido de fosfato esterificado a las correspondientes proteinas. Los resultados
de este estudio los vemos en la tabla V. Tanto las preparaciones puras de PRL
como de GH tuvieron una ciera cantidad de fosfalo, que aquf se comparan tomando
en cuenta la relacién molar de fosfato esterificado con respecto al nimero de moles

de protefna. En este anélisis se observa que la a-caseina presenta una cantidad muy
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Figura 15. CINETICA DE FOSFORILACION IN VITRO DE LAS GHs (cGHb,
tGH y oGH). Cada punto representa el promedio de tres ensayos independientes.
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Figura 16. CINETICA DE FOSFORILACION IN VITROQ DE LAS PRLs (cPRL,
tPRL 'y rPRL). Cada punto representa el promedio de tres ensayos
independientes. R
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TABLA IV

CONTENIDO DE FOSFATO EN GHY PRL.

Muestra Contenido de fosfato
nmolPO*/nmol proteina
(x * SEM)

oGH 0.39 £ 0,03 (n=8)
cGH 0.44-0.54 *
oPRL 0.24 2 0.02 {n=8)
rPRL 0.16-0.25 *
tPRL 0.63-0.74"
a-caseina 5.01%0.23 (n=12)

¥ Determinaciones por duplicadoA.

alla de fosfalo esterificado (5.01 nmolinmol de proteina) y semejante al contenido ya
mostrados (Aramburo et all, 1989a), v es por esto que se utilizd’ como el testigo
positivo y patrén de comparacién para las hormonas hipofisiarias ensayadas. Entre
las hormonas probadas, la tPRL presents la mayor cantidad de fosfato esteriflcado
(0.68 nmol/inmol de proteina), seguido por la cGH (0.48 nmolinmol) y la oGH (0.38
nmolinmolj, Cantidades menores tuvieron las oPAL (U.24 nmolhmoly y rPRL (0.27
nmolinmol)l. Los antericres resultados apoyan nuestra hipStlesis de que las
hormonas GH y PRL son transformadas por fosforilacién de manera natural.

C. AISLAMIENTO DE LAS VARIANTES MOLECULARES
DE LA cGH.

C.1. Heclrodugitn.

Por este Qrotocolo se consiquis aislar a tres variantes de carga de la ¢GH con Rfs
de 0.23, 0,30 y 0.35 separadas por ND-PAGE (Aramburo et al., 1988a; ibid, 1990a).
En cada gel se cargé entre 80 y 100 ug de oGH total. La eficiencia de las
condiciones de electrosiucidn fue evallaga por medlo de 1a canlioad’ fhal de

protelna recuperada.
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Con el empleo de la chmara ISCO y un sistema de amortiguadores (Tris-acetatos
40 y 400 mM) con pH 9.1, se consiguid recuperar entre 40-50% de la proteina
inicialmente aplicada a los geles. Al emplear el sistema de electroelucion
miniProtean, y con un amortiguador semejante (Tris/facetatos 50 mM, pH 9.1) se
recuperé aproximadamente el 50%. Con el empleo de un amortiguador méas alcaline
(bicarbonato de amonio 50 mM, pH 9.5), se obtuvo una mayor recuperacién (50-
60%).

Finalmente, para la electroelucién, se probaron condiciones acidas (acetatos 50
mM, pH 4.5). Durante estos ensayos acontecieron algunos problemas técnicos,
posiblemente causados por el uso de un amortiguador muy volatil, lo que explica
que la recuperacion resulté muy baja (20-30%). En la tabla VI se resumen [os
porcentajes de recuperacién obtenidos por las diferentes condiciones de

electroelucién.

€.2. Uespolimerizocion de geles..

Con la finalidad de incrementar el porcentaje de proteina aislada y extraida de los
geles de ND-PAGE, se probaron varias condiciones de despolimerizacién de geles.
En un inicio, se probaron tres tipos de entrecruzadores (BAC, DHEBA y DATD) para
sustituir a {a BIS-acrilamida en la elaboracion de los geles.

Con el BAC se elaboraron geles totalmente transparentes, mecéanicamente
resistentes y con un comporiamiento adecuado para el enfoque de las bandas de
proteina. La despolimerizacién fue répida (<30 min) y se emplearon condiciones no
demasiado drasticas (aprox. 4% de S8-mercaptoetanol durante 30 min a temperatura
ambiente para despolimerizar). Con los entrecruzadores DHEBA y DATD se
obtuvieron geles con caracleristicas muy semejantes: transparentes, resistentes,
adecuados para el enfoque de la proteina. Sin ambargo. la despolimerizacién de
estos Ulimos fue mas lenta (foda la noche) y algo mas drastica (solucién de acido
peryddico al 5%). Por estos resultados, elegimos al BAC como el mas propicio para
el intento de aislar las variantes hormonales.

Una vez despolimerizado el gel que contenia la proteina fue necesario limpiar a
ésta Gitima de 1os contaminantes: poliacrilamida y 8-mercaptoetanol, para lo cual se

probaron distintas técnicas:

l. Se intenté eliminar las hebras de poliacrilamida filtrando el gel despolimerizado
a través de filtros de 0.45 um (Millipore); este procedimiento no fue efectivo porque

se obliteraron los fiitros.
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Il. Se pretendic aisiar la proteina por cromatografia de exclusién molecular
(sefadex G-150). Durants {a cromatografia, el lacho se alteré y se bloqueé el fiujo por

la columna.

lll. Finalmente, se intentd eliminar inicialmente el g-mercaptoetanol por dialisis, y
se concentrd la solucién de proteina por liofilizacién. Se observé que una cantidad
imporante de las hebras de poliacrilamida coalescia, lo cual permifia su eliminacién.
De esta manera, se recuperd una preparacién de proteina donde se podia llevar a
cabo la determinacion de protaina y el analisis electroforético.

Empleando geles con BAC como entrecruzador, y siguiendo el Gltimo protocolo
en la separacidn de los contaminantes de la despolimerizacién, se consiguié aislar a
dos variantes de carga de la ¢GH (Rf= 0.23 y 0.30). Se aplicé a cada gel 80 a 100 ug
de hormona y se recuperd aproximadamente un 30% de la broteina inicial (véase
tabla V). :

C.3. Isoeleclroenfoqye prepgrafivo.

En los ensayos preliminares, utilizando la oGH como material de ensayo se
optimizaron las condiciones de la técnica. En dos ocasiones posteriores se empled
esta técnica para [a separacidén de las variantes de carga de la ¢cGH (fraccién BDE-1).
En la figura 17 se observa el gradiente de pH (porcidn superior de la figura) del
soporte del IEFp. Como se observa, en |a regién catédica, se presenta una regién
mas lineal , y es ahi donde se separan las variantes de ia hormona. En la porcién
inferior de la figura se muestra la representacion esquemética de las tiras de papel
que seRalan [a separacibn de proteina. La muestra de proteina se aplicé
aproximadamente a la mitad de la longitud del soporte, y se observé una clara
migracién diferencial de las variantes hormonales: desde proteinas méas bien acidas
(11-14 cm) a variantes alcglinas (1.7-3 cm).

Para eliminar las anfolinas de las fracciones de proteina recién recuperadas se
intentaron varios métodos:

I. Con la cromatografia en sefadex G-10 practicamente no se consiguié remover
a las anfolinas.

. Con la elactroslucién no se descartd la porcién de anfolinas.

. Con precipitacién con sulfato de amonio se pudo eliminar en casi todas
las fracciones a las anfolinas presentes. Sin embargo, en el proceso se perdié

una cantidad imporiante de Ia proteina. A pesar de la pérdida
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Figura 17. REPRESENTACION ESQUEMATICA DEL GRADIENTE DE pH
(arriba) 'Y SEPARACION DE VARIANTES DE LA cGH (abajo), POR
ISOELECTROENFOQUE PREPARATIVO. E] gradiente de pH se determiné
directamente en el soporte del IEFp, con un electrodo de superficie. Abajo, se
muestran las variantes aisladas, sulocalizacién con respecto al gradiente de pH y
la manera en que se recuperaron las fracciones del soporte.
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de proteina, se empled este Gltimo protocolo para limpiar las fracciones que

contenfan a Jas variantes de la ¢GH y poder analizarlas electroforéticamente. En

estos (ltimos ensayos, con las fracciones 2 (pH entre 7.5 y 8.3), 3 (pPH entre 7 y 7.5),

6 (pPH entre 6.1 y 6.3(, 7 (pH entre 59y 6.1) y 8 (pH entre 5.8 y 5.9), se recuperé

aproximadamente 30 a 40 % (véase tabla V1) de la proteina inicialmente aplicada al
sisteama de purificacién.

Por el anélisis en IEF e IET (resultados no mostrados) se comprobé que la
proteina recuperada era cGH (inmunorreactiva al anticuerpo especifico para la
hormona). En el mismo analisis se obtuvo un patrén de variacion de carga
(fracciones 2, 3, 6-8) complejo. Aunque enitre las diferentes fracciones existen
diferencias en la concentracién de proteina, y en la proporcién de algunas bandas,
los resultados son semejantes al pairén de heterogeneidad de carga de la cGH total

(véase figura 4).

C.4. Cromolenfogue.

En la figura 18 se muestra el cromatograma de la separacién de las variantes de
carga de la oGH por cromatoenfoque. En esta figura se observan los picos de
proteina (determinacién de proteina por la reaccién de Bradford) de las diferentes
fracciones de la cromatografia; asi se puede observar que varios picos de proteina
se separan claramente. De cinco de estas fracciones - A, B, C, E y F- (pis= 8.08,
7.82, 7.56, 7.28 y 7.05), que representaban la mayor cantidad de la proteina, se
recuperd la hormona para su analisis elactroforético, por precipitacién con sulfato de
amonio al 100% de saturacién.

En ia figura 19 se observa el analisis por SDS-PAGE e IET de las fracciones del
cromatoenfoque (carriles §-9). En la misma figura, se presenta el patrén
electroforético del extracto hipofisiario de pollo. la ¢GH pura y oGH (carriles 2, 3y 4).
La forma mayoritaria de la oGH (23 kDa) se enconiré en todas las fracciones, el
fragmento de 15-16 kDa y el dimero de 45 kDa se observaron en las fracciones A-Cy
E, variantes entre 3540 kDa se observaron en las fracciones B y C, variantes
mayores de 50-60 kDa se observaron en las fracciones B, C y E, y variantes de PM
menor a 14.4 kDa se hicieron evidentes en las fracciones By C.

En lafigura 20 y en la tabla V se muestran los resultados del andlisis por IEF e IET
de las fracciones A-C (carriles 2-4, respectivamente), en el carril 1 se observa la

variacién de carga de la cGH pura (fraccién BDE-1).
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Figura 18. SEPARACION DE LAS VARIANTES DE CARGA DE LA oGH
MEDIANTE CROMATOENFOQUE. Columna k9/30 (9 x 260 mm); elucién
Polibuffer 96, pH 6.0; flujo: 25 mi/h; volumen de cada fraccién: 3 ml.
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Figura 19. ANALISIS ELECTROFORETICO (SDS-PAGE) DE LAS
FRACCIONES DE oGH, SEPARADAS POR CROMATOENFOQUE. Las
bandas de proteina se inmunotifieron con eanticuerpo especifico. Carril 1:
marcadores de PM (tincién con negro amido); carril 2; ¢cGH pura (fraccién BDE-
1); carril 3: ¢GH recombinante; carril 4: oGH pura {(NIH); carriles 5-9: fracciones
del cromatoenfoque A-C, E y F, respectivamente.
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Figura 20. ANALISIS POR ISOELECTROENFOQUE (IEF) DE LAS
FRACCIONES DE oGH, SEPARADAS POR CROMATOENFOQUE, Carril 1:
¢GH pura (fraccién BDE-1); carril 2-4: fracciones A-C. El pH se determin6 porla
distribucién de los marcadores de pl (BioRad), y directamente por un electrodo
de superficie.
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TABLAYV
OBTENIDAS POR

VARIANTES DE CARGA PRESENTES EN LAS FRACCIONES
CROMATOENFOQUE PREPARATIVO,.

FRACCIONES A B C

pl <5.0 - -
5.0 - -
5.2 - -
5.8 5.8 -
6.5-6.8 6.7-6.9 6.8-6.8
7.0 7.0 7.0
- - 7.2
7.5-7.8 7.5 7.5-7.8
- 7.7-7.8 -
8.0 8.0 8.0
8.2 - 8.2
8.4 - 8.4
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Finalmente, a manera de recopilacién, en la tabla VI se presentan los resultados

en la recuperacién de proteina obtenida por los diferentes métodos de aislamiento

de variantes de la cGH.



TABLAVI

DE AISL AMIENTO DE VARIANTES DE LA ¢GH.

RECUPERACION DE PROTEINA POR LAS TECNICAS

63

Sistemas de

Pugificacién = Amertiguador

ELECTROELUCION
camara ISCO  Tris-acctatos 40 y 400 mM, pH 9.1
miniProtean Tris-acetatos 40 y 400 mM, pH 9.1

miniProtecan bicarbonato de amonio 50 mM, pH 9.5
miniProtean acetatos 50 mM, pH 4.5

GELES
DESPOLIMERIZABLES

IEFP

CROMATOENFOQUE

(%)

40-50
50

50-60
20-30

30

30a40
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DISCUSION

A partir de 1986 (Carranza y Aramburo, 1986) se demostré la existencia de
variantes moleculares en preparaciones de ¢GH pura (Ar&mburo et al., 19886; ibid,
1989) ¥ la presencia de variantes de Ja hormona an la hip&fisis de polio (Aramburo et
al,, 1990a). En ese tlempo ya era conccido que la cGH tenia afectos fisicldgicos tan
diversos como los reportades para las GHs de mamfferos, Estos hechos apoyaban la
hipélesis de que las variantes de la c¢GH podrian explicar su complejo patrén
funcional. Las primeras evidencias claras que correlacionaban la hetarogeneidad de
la ¢GH y su multifuncionalidad fueron obtenidas por nuestro grupo de trabajo. En
dichos experimentos se consiguié obtener preparaciones enriquecidas en las
variantes con Rf= 0,23 y 0.30 (sistema de ND-PAGE), Igs cuales se probaron en dos
bicensayos homélogos (estimulacién de la lipélisis e inhibicién de la lip6lisis
inducida por glucagon). Los efeclos de las varlar;les fueron diferentes: la 0.23
estimulé la lipélisls mientras que la 0.80 inhibié la accién lipolitica del glucagon
(Aramburo et al., 1990a). Otro hallazgo que apoya esta hipStesis fue la demostracién
de que algunas variantes de carga aparecen en efapas particulares del desarrollo
ontogénico (Houston y Goddard 1988).

En este frabajo, los objetive centrales fueron la demostracién de que la
heterogeneidad molecular de la ¢GH es un hecho real (presente en la hipéfisis y en
la circulacién) y que la modificacién de la hormena por fosforilacién iene el potencial
de explicar parcialmente la heterogeneidad de carga de esta proteina. Finalmente,
la tercera parte de este trabajo constituyd el ensayo y desarrolfo de diferentes
protocoios metodolégicos para poder separar a las variantes de [a o¢GH.

A. HETEROGENEIDAD MOLECULAR DE LA cGH
CIRCULANTE.

La cromatografia de inmunoafinidad, empleando MAbs o-cGH, constituyd un
método practico y reproducible en los 8 ansayos de alslamiento efectuados, La gran
ventaja de esta técnica es que en un sélo paso se consiguid aislar una fracolén muy
enriquecida en la hormona ciroulante. Con ayuda de esta herramiento técnica serfa
posible determinar anafittcamente la aparicién de las variantes hormonales durante
ol desarrolio del organiesimo.
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La hormona asi obtenida se analizé por diversos sistemas electroforéticos y de
inmuncrreactividad, comparandola ademéas con la ¢cGH obtenida a partir de la
glandula hipofisiaria, lo cual nos demostird que la proteina eluida en las fracciones E
y R realmente era ¢cGH. Aunque los lotes de suero empleados derivan de una
mezcla de sangre de 40 pollos, de la misma edad y raza, y que se sacrificaron al
mismo tempo. al no determinar la concentracién de hormona no se pudo asegurar
que la cantidad de ésta fuera la misma en todos los lotes. Otro aspecto que sin duda
influy6 en la cantidad de ¢GH circulante recuperada fue la pérdida de capacidad de
la columna de inmunocafindad conforme se emplea en mas ocasiones. Una
indicacion de este hecho es que sl MAb a-cGH comienza a desprenderse del
soporte de sefarosa cuando ésta ha sido usada varias veces y durante mucho
tiempo. .

Por otro lado, para poder demosirar la existencia de la variante glicosilada de ia
cGH en la circulacion, fue necesario pasar ia fraccié;n hormonal aislada a partir del
suere por una columna de concanavalina A-sefarosa. Gracias a este paso de
aislamiento, se localizé una proteina con las caracleristicas electroforéticas (29 kDa) y
de afinidad (reactiva a {a inmuntincién con el anticuerpo policional y a la tincién con
concanavalina A-peroxidasa} abservadas en la G-¢cGH hipofisiaria (Berghman et al.,
1887; Aramburo et al., 1991a). Basados en las condiciones técnicas empleadas para
ol aislamiento de la G-¢GH, paraceria que esta variante se encuentfra en proporcién
muy baja en la circulacién. Sin embargo, es necesario obtener mayores datos para
poder indicar qué porcentaje de G-cGH, se ancuentra en la circulacién.

En estudios anteriores se mostré que el anticuerpo policlonal era muy especfico
para la cGH, tanto en RIS (Aramburo et al, 1888b) como en
inmunoelectrotransferencia (Aramburo et al., 1880a). En ensayos ulteriores, se
observé que el MAb a-cGH y el anticuerpo policlonal reconacen a las mismas
variantes hipofisiarias de la cGH, aunque el MAb a-cGH pareceo ser menos reactivo a
los oligébmeros de la hormona (datos ho mostrados). Estos antecedentes nos daban
la seguridad de que se ajslaron la mayoria de |as variantes moleculares de la cGH
circulante, y de que las bandas inmunorreactivas con el anticuerpo policlonal eran
en realidad variantes de la cGH.

En las tablas Il y Il se comparan las variantes inmunomeactivas de la cGH
localizadas en la hipé&fisis y en ef suero, cada cuadro esta basado en un tipo de
andlisis electroforético particular, asi la tabla lll, donde se observan las variantes de



66
masa, se empled técnica de SDS-PAGE (véase figuras 6 y 10). Para la tabla I, en
donde se comparan las variantes de carga de la hipéfisis y de la circulacién, se
empled el método de IEF, que nos permité determinar con cierta exactitud los pls de
las variantes hormonales.

Cuando se compara la heterogeneidad molecular de la ¢GH observada en la
hipéfisis y la encontrada en el suero se observan gran cantidad de semejanzas. En
la variacién de masa, en condiciones reducloras, se observé paralelismo en el 78%
de los casos. Para las condiciones no reductoras, la coincidencia fue def 83%. En Ia
comparacién de la heterogeneidad de carga se observé que el 80% de las variantes
mayoritaria tuvieron su contraparte en el suero.

Por oftro lado, en este estudio también se demostrd la presencia de una variante
glicosilada de la c¢GH, con caracteristicas electroforéticas y de reactividad a
concanavalina A similares a las formas ya antes mostradas en la hipé&fisis (Berghman
et al., 1887 ArAmburo et al., 1991). En este estudio, se comprobé que la variante
glicosilada también estA presente en los extractoé hipofisiarios, pero no en la
preparacion pura de la ¢cGH. La ausencia de la variante glicosiiada en la preparacién
pura de la hormona (fraccion BDE-1) es coherente con estudios anteriores
(Aramburo et al., 1991), en donde se demostré que era necesario desarrollar una
técnica paricular para aisiar la G-cGH, pues durante la purificacién convancional de
¢GH hipofisiaria, esta variante permanecié en fracciones atermnativas.

Los resultados anteriores apoyan la idea de que la cGH es transformada
inicialments en Ia glandula hipofisiaria. Sin embargo, las variantes no sélo
permmanecen en la hipéfisis sino que son secretadas a la circulacién, de ahi que
podamos encontrar en el suero isoformas semejantes a las encontradas en [a
glandula. La idea de que las variantes son secretadas es clave en estos estudios, ya
que constituye otra evidencia de peso para sugerir qua la heterogeneidad de la
hormona no es un hecho fortuito, sino que tiene repercusién en la fisiologia de la
hormona. (Montiel et al., 1992)

En el estudio eleclroforético de la variante glicosilada, también se observd la
presencia de algunas proteinas de alto PM (5566 y 66-85 kDa). Como se observa en
el analisis de inmunomreactividad, estas proteinas son teflidas débiimente por e!
anticuerpo policlonal «-cGH, pero son muy reactivas a la tincidn con Ia
concanavalina A. Eslo nos indica que estas proteinas contienen una proporcién
grande de carbohidratos, y menor inmunorreactividad con sl anticusrpo policlonal.
Por anélisis ulteriores (datos no presentados) se mostré que las proteinas con PM de
55-60 kDa consfiluyen contaminacién de los MAb a-cGH, que se soltaron de la
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columna. La(s) proteina(s) de 85-66 kDa, parece tener un origen distinto, pues
presenté caracteristicas electroforéticas diferentes a las cadenas pesadas del MADb,
aunque su presencia fue una constante en la purificacién de cGH a partir de suera.
Una posible explicacién de su presencia en la fraccién glicoproteinica es de que se
trate(n) de agregados de la propia variante glicosilada. Alternativamente, en
publicaciones anteriores, se ha reconocido la existencia de una amplia diversidad
de proleinas de unién a la GH y se ha demostrado que los anticuerpos o-GH
humana son capaces de reconocer a la hGH cuando se encuentra formando un
complejo con GHBF (Baumann, G. 19981). Mas recientemente, se demostré la
presencia de este tipo de protelnas de unién a la cGH (Jones, D.L. et al., 1990). Este
hecho nos permite sugerir que ia(s) proteina{s) de 66-85 kDa podrian ser un
complejo de hormona-proteina de unién. Esto explicaria porqué proteinas tan poco
inmunorreactivas al anticuerpo a-cGH fueron adsorbidas a la columna de
inmuncafinidad.

La posibilidad de que nuestros resuilados sean cénsecuencia de artificios de las
técnicas de purificacion y anéalisis es muy baja. El gran poder de la cromatografia de
inmunoafinidad permitié reducir el aislamiento de la ¢cGH sérica a un solo paso, con
lo que se reduce nofablementie el manejo y las posibilidades de modificar
artificiaimente a la hormona. Ademas, la gran semejanza en la heterogeneidad de la
hormona en hipé&fisis y en suero, es contraria a la idea de haber generado variantes
artificiales. Aunque no se emplearon los mismos individuos para obtener e! suero y
fas hipéfisis, los pollios fueron de ia misma raza, edad y crecidos en la misma granja
avicola, ademas los resultados obtenidos son tan claros y constantes que excluye la
posibilidad de que se trate de caracteristicas particulares de cada organismo.

Tomados en conjunto los presentes resultados muestran que fa ¢GH es una
hormona con gran heterogeneidad molecular (variantes de masa y carga), presente
tanto tanto an la hip&fisis como en ia circulacién sanguinea. Asimismo se mostré que
la cGH es sujeto a ser modificada mediante glicosilacion y fosforilacién, mecanismos
los cuales podrian explicar parcialmente su heterogeneidad caracteristica. Con
anterioridad, se demostré que la ¢cGH tiens provoca efeclos en biocensayos tanto
heterélogos como homé6logos (Aramburo et al.,, 1889a). Asi también se observd que
variantes de carga de la hormona, separadas por ND-PAGE, inducen efectos
distintos al ser provadas en bicensayos homélogos (Aramburo et al.,, 1990a). Estas
avidencias nos permiten sugerir que la heterogeneidad molaecular de la ¢GH podria
explicar, al menos en pare, la diversidad funcional de Ila homona. En
contraposicién a esta hipSlesis, el grupo de Houston (1990) mostré que la variante
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principal (mas abundante) de la hormona presenta todas las bicactividades por ellos
probadas, lo cual, consideran los autores, son pruebas de que la heterogeneidad
molecular es un fenémeno sin repercusion fisiolégica. Como se mostré en el
presente trabajo, la gran semejanza entre las variantes hipofisiarias y las existentes
en ia circulacién, permite sugerir que las isoformas de la hormona tienen el potencial
de interaccionar con los diferentes Grganos blanco e inducir efectos fisiolégicos.

Con anterioridad se reportd la presencia de variantes de la GH en la circulacién
en diferentes especies (Chawla et al., 1983; Stolar y Baumann 1984); en las aves, sin
embargo, no se habla mostrado de manera analitica la posible correlacién entre la
hormona hipofisiaria y la circulante. Los resultados de este trabajo refuerzan la idea,
entonces ya considerada, de que las variantes de la GH son secretadas a la
circulacién. La secrecién de variantes de la hormona se ve apoyada por la
demostracion de que las variantes de carga y masa de la GH son secretadas al
medio en cultivos de células hipofisiarias (Talamantes ‘et al., 1981; Yokoya y Friesen,
1986). En un estudio recl:ente (Pellegrini et al., 1890) se demostré que la secrecién
de la PRL de rata sigue una nuta diferente dependiendo de si ésta esth o no
glicosilada. Esta evidencia nos llama la atencidon sobre la importancia que las

modificaciones hormonales pueden tener sobre el proceso de secrecién.

B. Fosforilacion de¢ las GHs y PRLs.

A pesar de que la fosforilacién de proteinas constituye uno de los mecanismos
maés utilizados para regular sus funciones (Taylor et al., 1990), poco se conoce sobre
la repercusién funcional de la incorporacion de fosfato a una hormona. Desde el
punto de vista estructural, la adicién de {osfato aporta cargas negativas en sitios muy
localizados de [a proteina. Este aumento de Ia carga negativa serh mas o menos
importante dependiendo del tamafio y la composicién de la molécula sujeia a
transformacion. Sin embargo, la tosforilacién de un sitio de la proteina posiblemente
provocaria un rearreglio conformacional de los grupos cercanos. Quizas vistos de
manera global, los cambios sean minimos, pero si consideramos que [os sitios
modificados por la incorporacién de fosfato podrian afectar las regiones de unién a
receptores, o que en eslas Areas tiene lugar un tipo de transformacién de mayor
repercusiéon (por ejemplo, procesamiento proteolitico), la consecuencia funcional de

fa fostorilacion seria trascendental.
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En extractos completos de hip6fisis se habia observado que tanto la GH como la
PRL eran fosforilados (Brattin y Portanova, 1881) y que la proteina tirosin-cinasa era
capaz de fosforilar a la GH de rata (Baldwin et al., 1883). Posteriormente, se demostré
que la oGH contenla fostato esterificado en su estructura proteinica (Liberti et al.,
1885) y, en cultivo de células, que GH de rata fosforilada era secretada al medio de
cultivo (Libarti et af., 1986). Mas recientemente se ha demostrado, en 1a GH de
salmén, que el contenido de fosfato esta relacionado con su heterogeneidad de
carga, ya que el tratamiento de esta hormona con fosfatasa alcalina parece eliminar
la mayoria de las variantes de carga. (Skibelll et al., 1980) En estudios realizados con
la PRL, se demostr6 que las dos varianles més acidicas, del grupo de tres
visualizado por su sistema de electroforesis bidimensional, eran consecuencia del
grado de fosforilacién; esto es, mientras tuviera mayor incorporacién de fosfato
mayor seria el desplazamiento electroforético hacia el &nodo (Oetting et al., 1986).

En la hipéfisis de aves, se ha mostrade la presencia de GH con una amplia
heterogensidad de masa y carga {(Houston y Goddard, 1988; Aramburo et al., 1989a;
ibid, 1980a). Empleando sistemas de electroforesis no desnaturalizante (ND-PAGE),
isoelectroenfoque y electroforesis bidimensionales se ha observado la presencia de
formas variantas de pl mas acidico que la forma principal. En nuestro anélisis por IEF
describimos 8 isoformas inmunorraactivas, mientras Houston B. y cols. (1988)
describieron 10 variantes de carga. Por la técnica de electroforesis bidimensional
también se observd la presencia de 6-8 variantes de carga con el mismo PM. En
pocas palabras, una proporcidSn imporiante de ia heterogeneidad de la <cGH
presenla pequefios cambios en ia carga de la molécula. En otros estudios se
demostré que la preparacién pura de ¢GH nativa presentaba fosfato esterificado
(Aramburo et al., 1989a), Este hecho constituye la primera evidencia de que Ia
fosforilaci6bn de esta hormona podria ser un fenémeno real. Con los primeros
ensayos de fosforilacién 42 »#o para la cGH, mostramos que la hormona podia ser
tosforilada por la proteina cinasa dependiente de AMPc (Aramburo et al., 1890b). Sin
embargo, en esa ocasién no se pudo avanzar més en el anéalisis de la fosforilacién
de la hormona.

Retomando los anteriores resultados, en el presente trabajo se intenté demostrar
que la fosforilacién 47 vode la cGH es un proceso especifico, que se presenta en
las hormonas nativas, y que en consecusncia constituiia un agente potencial de

generacién de variantes de carga de la hormona,
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En la primera parte del estudio de fosforilacién se demostrd que la cGH, al ser
incubada con el y?P-ATP y con la subunidad catalitica de la APK, es capaz de ser
fosforilada. Esto ocurrié en dos tipos diferentes de experimentos: a) empleando
unicamente ATP radiactivo y b) en presencia de un exceso de ATP no radiactivo. El
que la hormona haya incorporado el fosfalo radiactivo en este segundo
experimento, es indicativo de que la hormona tiene una alla capacidad de ser
fosforilada, ya que con el exceso de ATP no radiactivo, la probabilidad de
incorporaci6n inespecifica del ATP marcado era bastante menor. La disminucién en
la autofosforilacién de las moléculas de la preparacidn enziméatica son una clara
evidencia de la competencia del ATP marcado con el ATP no radiactivo. Esta
competencia demuestra que los siios de fosforilacidén son regiones discretas y se
encueniran en nimero reducido. Para demostirar la especificidad de este proceso
de transformacién fue de gran imporancia la realizacidon de los experimentos testigo
incubando a la hormona, con el ¥"2P-ATP, pero sin la énzima APK; en estos casos la
incorporacién de la marca radiactiva fue nula, lo que confirma que la fosforilacién de
la hormona es un proceso especifico de la APK.

Por este estudio de la fosforilacidn de la c¢cGH se observé que la variante
monomérica, variante mayoritaria, es capaz de ser fosforilada por la APK, En
estudios preliminaras, que tienen como objefivo el aisiar a la hormona fosforilada 2~
o, se observd que [a variante de 16 kDa también incorpora el fosfato radiactivo.
En experimentos anteriores (Aramburo et al., 1990b), realizados en cultivo de células
hipofisiarias se demostrd que la variante fosforilada de la ¢GH es secretada por las
células. Sin embargo, contra lo que se esperaba, la hormona marcada y secretada,
fue una forma de mayor PM que el de la hormona monomérica. Se propuso
entonces que estas variantes fosforiladas podrian corrasponder al dimero de la cGH.
Sin embargo, atn es incierto el papel que desempefa el fosfato en la estructura de
ia variante dimérica, aunque es posible pensar que la unién entre los dos
mondémeros hormonales podria estar dada por un enlace fosfodiéster.

De manera paralela al estudio de la ¢GH, se probaron otros tipos de hormonas.
Como se observa en las figuras 11 y 13, la tGH también es fosforilada de manera
aspecifica por la APK y que esta hormona no incorporé el fosfato radiactivo en
ausencia de la enzima. Al estudiar las condiciones de fosforilacién en fa variante
glicosilada de la c¢GH, la incorporacion del fostato radiactivo resulté nula, tanto en los
experimentos con un exceso de ATP no radiactivo como en ensayos con ATP
radiactivo solo. Esta incapacidad de ser fosforilada por la APK podria deberse a que
al grupo de carbohidratos interfiere directa y estéricamente en el sitio o sitios de
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fosforilacién, ©, que ocasiona un cambio conformacional de la hormona que hace
poco accesibles los sitios de fosforilacion. En fos carriles 1y 2, de ambas figuras, se
observa la localizacién de la banda de las GHs, tanto por tincion con azul de
coomassie como por inmunolincién especifica. Esto excluye la idea de que las
cantidades reales de las diferentes hormonas haya contribuido en las diferencias
del grado de fosforilacion.

En estudios anteriores se mostrd que la rPRL tiene 1a capacidad de ser fosforilada
n vrre (Oetting, 1986) y que esto contribuye a su variacién de carga. Con el objetive
de demostrar que la fosforilacién es factible de producirse en PRLs de ofras
aspecies, se incubaron alicuotas de cPRL, tPRL, rPRL y oPRL en las condiciones de
ensayo utilizadas para la cGH. En ensayos donde se adicion6 sélo ATP radiactivo se
obtuvo una importante incorporacién de marca radiactiva, aunque se observd
{fambién la presencia de bandas marcadas por el tosfalo radiactivo en proteinas de la
preparacién de la propia enzima. En la ausencia de APK no hubo incorporacion
inespecifica de ATP radiactivo, y ante un exceso de 100 veces de ATP no radiactivo
en relaci6n al ATP marcado, se observé una clara fosforilacién de la banda de la
PRL. Aqul también, en los testigos de proteina total de las hormonas se muestra que
en todos los casos se trabajdé con cantidades idénticas de las PRLs, por lo que las
diferencias en el grado de fosforilacién son reales. Si comparamos estos resultados
con {a fosforilacién observada de las GHs, es evidente la mayor capacidad de las
PRLs para ser fosforilada porla APK con respecto a las GHs.

l.os resultados fueron muy similares tanto en ta ¢cPRL como en la PRL, ya que
fuaron fosforiladas por la APK y en presencia o no de un exceso de ATP no
radiactivo. En su anélisis electroforético se observé que la marca radiactiva sélo se
incorporé a la variante monomérica mayoritaria (26 kDa). En el caso de la oPRL, la
incorporacion de fosfato es baja, en comparacién a las otras PRLs y sdlo se observd
la incorporacién radioactiva en la variante monomérica. La preparacién pura de la
tPRL. presenta dos bandas de proteina con PM de 26 y 29 kDa. La banda menor
correspondiente a la variante monomérica (holoproteina) y la segunda a la variante
glicosilada de la hormona. Al analizar los productos de la fosforilacidén observamos
que tanto la variante monomérica como la glicosilada son fosforiladas por la APK.
Esto es diferents a lo observado con la variante glicosilada de 1a ¢GH que no es
tosforilada por 1a APK. La glicosilacién de la tPRL parece no excluir la modificacion
por fosforilacién, esto puede ser explicado si los sitios de glicosilacion y fosforilacién

estan alajados entre si, a diferencia de lo que podria sugerirse para la G-cGH.
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Ofra forma en que mostramos que la fosforilacién de las hormonas es especifica
fue por las determinaciones de sus cinéticas de fosforilacién. En los ensayos con fas
hormonas cGH, tGH., cPRL, tPRL y rPRL se mostré un incremento en la
incorporacién de fosfalo radiactivo dependiente de! tiempo de incubacién. Se
observa también que el proceso es saturable (30-40 min). Los anteriores resultados
indican que {a fostforilacion de estas hormonas es un proceso espacifico, saturable, y
sujeto a competencia de la actividad enzimética de la APK.

De manera paralela, se determind el contenido de fosfato estarificado a las
preparaciones puras de las hormonas: ¢cGH, oGH, oPRL, rPRL y tPRL. En este
experimiento, la a-caseina sirvid como un testigo, y dié un resultado que estuvo
acorde a lo observado anteriormente {Aramburo et al., 1989a). Segﬂn los resuftados
obtenidos, la tPRL y la ¢GH fueron las hormonas con mayor contenide de fosfalo
esterificado. mientras que las oPRL y rPRL fueron las hormonas con la menor
cantidad. Estos resultados nos permiten sugerir que las hormonas nativas son
realmente fosforiladas en la glandula hipofisiaria,

Ofros estudios indicaron que las células hipofisiarias de pollo en cullivo primario
son capaces de sintetizar y secretar variantes fosforiladas de ¢GH y cPRL, tanto en
condiciones basalas como estimuladas por TPA (un éster de forbol} (Aramburo
et al,, 1882).

Como se describid en los antecedentes, la heterogeneidad de carga de la GH y
la PRL ha sido ampliamente caracterizada (Chawla et al., 1983; Paladini et al., 1983;
Lewis, 1984). Dicha variacién puede resultar de modificaciones postraduccionales
tales como: procesamiento proteolitico, acetilaciéon, desamidacién, glicosilacion y
fosforilacién (Baumann, 1988; ibid, 1991; Lewis et al., 1984; ibid, 1988). A pesar de
que este tipo de estudios se han realizado principalmente en modelos de
mamiferos. las modificaciones postraduccicnales de estas hormonas pusdan ser
una caracteristica presente en otros vertebrados, como lo demuestra el presente
trabajo. En la ¢GH se ha observado heterogeneidad de carga, teniendo algunas
variantes pl acidicos, empleando sistemmas de electroforesis no desnaturalizante,
(ND-PAGE), isoelectroenfoque Yy electroforesis bidimensionales (Houston y
Goddard, 1988; Aramburo et al.,, 1989a; ibid, 1990a) lo que es coherente con la idea

de que pueden tratarse de variantes fosforiladas.
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C. Aislamiento de las variantes moleculares de la cGH.

Debido a que el aisilamiento de las variantes de la ¢GH permitiria. estudiar sus
repercusiones funcionales, decidimos probar dilerentes técnicas preparalivas y

optimizar las condiciones de aislamiento de las variantes de la cGH.
Electroclucién a partic de geles nativos de poliacrilamida {ND-PAGE),

Con anterioridad se demostré que este método de aisilamiento de variantes es
practico para la separacién de las variantes de carga de la ¢GH {(Aramburc et al.,
1989a), ya que se consiguié el aislamiento de las variantes con Rf 0.23 y 0.30,
material que fue probado en los ensayos lipolitico (Aramburo, C. et al., 1989¢) y de
inhibicién de {a lip6lisis producida por glucagen, io cual permiti® demostrar que en
este par de bioensayos las dos variantes se comportaban de manera difrerente
(Aramburo et al., 1890a). La desventaja de esta técnica era su bajo porcentaje de
recuperacion (30%).

A causa del bajo rendimiento, se probaron nuevas condiciones de
elactroelucién. Como se aprecia en la tabla Vi, las condiciones alcalinas resultaron
mejores para la recuperacién de la proteina contenida en los geles, miontras que el
tipo de amortiguador utilizado no parece tener una gran repercusién. Sin embargo,
el empleo de un amortiguador volalil (bicarbonato de amonio 50 mM, pH 8.5) hace
méas practica la recoleccién de Ila proteina,‘ aunque en términos globales, el
rendimiento sea semejante al de ofras condiciones. El empleo de condiciones
acidas para la electroelucién de la proteina estuvo basado en la observacidon de que
la migracién de moléculas acidicas era mayor que la realizada por moléculas mas
alcalinas. Como continuacion de esta idea, se esperaba que en las condiciones
acidas, las proteinas retenidas en la matriz del gel migrarian mas, y saldrian de! ge!
con mayor facilidad. Al probar estas condiciones tuvieron tugar algunos problemas
técnicos, consecuencia del tipo de amortiguador empleado, etc. De esta manera se

desechd como método practico en el aislamiento de las variantes de carga dela cGH.

Geles despolimerizables,

Como altemativa al aislamiento de las variantes por electroelucién, se

Implameantaron v se avaluaron las candiciones de burificacién de las variantas

S
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solo con la despolimerizacién del gel y la limpieza de los contaminantes de la
solubilizacién (las hebras de poliacrilamida y el g-mercaptoetancl) estariamos en la
posibilidad de rescatar una cantidad mayor de las variantes aisladas. Fue necesario
descartar los contaminantes de la despolimerizaciéon debido a que interferian en la
determinacién de proteina y el anllisis electroforético, principalmente el
8-mercaptosetanol.

El protocolo que permitié recuperar una mayor cantidad de la hormona fue la
dialisis de! 8-mercaptoetanol. La soiucién dializada se liofilizé hasta sequedad; al
intentar solubilizar este polvo resulté en la coalescencia de la poliacrilamida, lo cual
permitié eliminar la poliacrilamida y obtener, en consecuencia, una preparacion de
proteina suficientemente limpia para poder analizar por electroforesis. En un ensayo
posterior, se consiguid aislar las variantes de carga con Rfs de 0.23 y 0.80. Sin
embargo, los resuliados cuantiativos no fueron tan buenos pues se consiguid
recuperar sélo el 30 % de la proteina que inicialmente se agregs.

Como se puede obsefvar. tanto por electroelucidn como por despolimerizacién
de geles es factible obtener ias variantes de carga de la cGH separadas por ND-
PAGE, sin embargo, aln es necesario el aislamiento con cantidades grandes de
proteina. Ademas, ol sistema de ND-PAGE no ofrece la resolucién suficiente como
para poder separar variantes con pequefias diferencias de carga. Posiblemente, las
variantes aisladas por estas técnicas son en realidad un conjunto de proteinas con

pequefias diferencias entre ellas.

IEE

En estudios preliminares (Montiel 1989) se consiguié la separacion de dos
variantes de carga de la ¢GH con pls de 7.5 y 8.05 mediante IEFp. La desventaja de
osla estudio fue la baja cantidad de profeina recuperada, 20% de la cantidad de
proteina inicialmente empleada. A partir de entonces, se fij6 como objetive el
optimizar este sistema de purificacién de variantes, y asi incrementar el porcentaje
de proteina aislada.

Durante los ensayos de opftimizacién el problema principal a resolver fue Ia
eliminacién de las anfolinas de las fracciones con las variantes hormonales. De
manera similar a la interferencia causada por el 8-mercaptoetancl en los anélisis
electroforéticos y de determinacién de proteina (véase amriba), las anfolinas impedian

una determinacién de proteina correcta, e interferian en el enfoque de las bandas al
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analizar por electroforesis. Después de ensayar varias técnicas para eliminar las
anfolinas, nos proporcioné mejores resultados la precipitacién con sulfato de amonio
y el empleo de los concentradores MINICON. En el primer caso, se elimind a las
anfolinas de practicamente todas las fracciones con proteina; sin embargo, durante
este tralamiento se perdié una gran cantidad de la proteina separada por el IEF,
consecuencia de ello fue que se consiguiera obtener sélo el 30-40% de la ¢cGH que
se afiadié en un principio. El empleo de los concentradores MINICON se llevé a
cabo con una mezcla arlificial de anfolinas y albdmina sérica bovina; aunque los
resultados fueron muy aceptables, ain no sabemos como se comportara con una
fraccién real del IEF preparativo, Por ofro iado, la ventaja de este método preparativo
fue su gran resolucién, como se observa al poder separar variantes con diferencias
de carga de décimas de unidad de pH.

Al analizar por |[EF analiico las fracciones obtenidas por IEFp, y asi comprobar la
pureza de las variantes aisladas, se obtuvieron resultados de dificil interpretacién. Se
observé que las fracciones proteinicas eran aln heterogéneas, esto es, en lugar de
observar una sola banda se encontré un grupo de bandas inmunorreactivas a la
inmunotincién con anticuerpo policlonal (datos no mostrados). Como se ha visto en
los andlisis de la heterogeneidad de la ¢cGH en el suero, la inmunoctincién es un
método especifico para identificar las variantes de la hormona. Este analisis sélo fue
posible realizarlo con [as fracciones con mayor cantidad de proteina, por lo que no
se sabe como se comportan ofras fracciones de! IEFp. Es cierto, también, que se
observaron aigunas diferencias en las proporciones de las wvariantes de carga,
aunque éstas variaciones no fueron totalmente claras. Una explicacion a este
fenémeno seria la existencia de un nivel superior de estructuracién o estabilizacién
de las moléculas de la hormona, donde éste Glimo nivel podria ser consecuencia
de las condiciones de solubilizacién de la ¢cGH. Asi entonces, al aRadir la hormona
al soporte del IEFp, realmente affadimos “agregados™ o complejos estabilizados de
la ¢GH que tendrian caracteristicas de carga propias. El resultado final seria Ia
separacion de estos complejos hormonales por sus diferencias de carga, pero sin
separar las variantes reales de la hormona. Al final, en el anélisis por IEF analitico de
las fracciones recuperadas, se conseguiria deshacer estos complejos y las variantes
hormonales verdaderas serian observables.

Este método de aislamiento de variantes de carga puede ser importante para la
separacion de variantes, sin embargo primero sera necesario resclver la paraddjica

heterogeneidad molecular de las preparaciones de variantes aisladas.
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Cromatoenfoque.

E! ecromatoenfoque constituye un sistema preparative reclenta con un gran poder
de resolucidn, caracteristica que nos era indispensable para oonseguir el
alslamiento de las varlantes de la ¢GH. Asimismo, las condiciones de recuperacion
de las fracciones proteinicas son bastante mas sencillas que las empledas en el IEF
preparativo. Estas razones nos impulsaron a probar este sistema de aislamiento de
las variantes hormonales,

El primer contratiempo de esta técnica fue la baja densidad &ptica (a 280 nm) de
las fracciones del cromatoenfoque, por lo cual nos vimos obligados a determinar la
cantidad de proléina por la reaccién de Bradford, a alicuotas de todas las fracciones
de la cromatografia y asf poder visualizar los “picos de proteina®, correspondientes a
las varilantes separadas. En este experimento se observé la aparicién de cinco picos
principales (con mayor cantidad de proteina), con pls de 8.08, 7.82, 7.56, 7.28 y 7.05.
Al precipitar estas fracciones con sulfato de amonio al 100% de saturacién se
eliminaron las anfolinas usadas en el cromatoenfoque y no se perdié tanta proteina,
como cuando se precipitd con sulfato de amonio al §0% de saturacién (IEFp, ver
arriba).

Aunque en su andlisis por SDS-PAGE los patrones de heterogeneidad molecular
mostraron algunas semejanzas en fas cinco fracciones, hubo diferencias en las
proporclones de las varantes de masa. Las variantes de altlo PM fueron més
evidentes en las fracciones B, C y E que en la fraccién A; sélo en [as fracciones By
C se obsewvaron bandas inmunorreactivas menores do 14 kDa, y en ja fraceién E no
se aloanzd a observar variantes de bajo PM ( 26 kDa).

En al andlisis por IEF de las fracciones de elucién del cromatoenfoque los
resultados fueron tan complejos como en el IEF preparativo, aunque también
hubieron algunas diferencias. En el intervalo de pH entre 7y 7.6 hubo semejanza
entre las distintas fracciones de elucidén (véase tabla V), no asl en las regiones méas
alcallnas o mas acidas. La fraccién A que eluys con un pl de 8.08 presenta
abundantes variantes de pl entre 8 y 8.5, caracteristica que no presentaron las otras
fracciones. Asimismo, s6lo en las fracciones A y B se observaron formas muy &cidas
(pl entre 5y 6).

Sin embargo, a pesar de las ligeras diferencias entre las fracclones recuperadas,
no existen bases suficientes para explicar la heterogeneidad molecular de las
fracciones de variantes hormonales aisladas. En la figura 21, se representa
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esquematicamente una hiptesis para poder explicar los resultados obtenidos por el
IEFp y por el cromatoenioque.

Segun esta idea, la hormona solubilizada, y aplicada al sistema de ;:uﬁﬁcacién.
existe como “aglomerados estabilizados™, donde entre ellos hay diferencias de
carga. Asl entonces, en lugar de separar las variantes de carga, separamos estos
aglomerados. Luego, al analizar por IEF analitico, los aglomerados se desintegraron
y se hizo evidente, de nueva cuenta, ia heterogeneidad molacular real de la cGH.

En alos anteriocres, también se ha intentado el aislamiento de las variantes de la
GH de otras especies sin resultados concluyentes. En la d&écada de los setentas, los
grupos  cienfiicos contaban con preparaciones de variantes aisladas poco
caracterizadas y exisfia poca correlacién de los resultados de unos para con otros
laboratorios (Lewis, et al.,, 1980; Chawla et al.,, 1983). Pero en ia mayoria de las
ocasiones, aunque se limpiara al maximo la preparaciéon de variantes, resultaba en
la presencia de microheterogeneidad molecular (LeMs et al,, 1880; ibid. 1984). Con
el empleo de técnicas tan poderosas como el cromat'oenloque. también se intenté el
aislamiento de las variantes de carga de la GH humana (Lewis, 1888). En ese
frabajo, los resultados fueron semeojantes a los observados por nosolros: las
fracciones de variantes aisladas continuan siendo heterogéneas. En este punto, los
estudios para identificar ias regiones y los mecanismos por los cuales las moléculas
de Ia GH Iinteraccionan entre ellas seran imprescindibles para explicar las

dificuitades para aislar las variantes de ia hormona de crecimiento.

Gracias a recientes publicaciones de los estudios moleculares sobre la hGH
(Baumann, 1988; ibid, 1891;) se puede plantear una visién hipotética de los
mecanismos que dan origen a la heterogeneidad molecular de la hormona. En
algunas especies ademéas del gen normal, que se expresa en la hipdfisis, un gen
alternalivo se expresa en la placenta, lo cual resulta en proteina(s) variantes. Un
segundo nivel de heterogeneidad resulla en el procesamiento ambiguo del
transcrito primario, que da origen a formas altemativas a 1a GH, y se ha demostrado
que al menos una de elias (variants de 20 kDa) es bioactiva y se encuentra en la
circulacién. Con Ia finalidad de simplicar el esquema, nos remitiremos a la GH recién
traducida. Inmediatamente después de acontecida la traduccién del modelo bésico
de la hormona de crecimiento (propablemente el mondmero 22 kDa), tiene lugar su
procesamiento, la consecuencia de esto es la generacién de diferentes tipos de
variantes. de la hormona (agregados, fragmentos, acetiladas, glicosiladas,

fosforiladas, etc). Las variantes son secreladas a la circulacién sanguinea,
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Figura 21. POSIBLE EXP'LICACION A LA PARADOIJICA
HETEROGENEIDAD DE LAS VARIANTES AISLADAS DE LA cGH.
IEFp. isoelectroenfoque  preparativo;  CFp:  cromatoenfoque
preparativo; IEFa: isoelectroenfoque enalitico. Al solubilizarse la
hormona, o durante el IEFp/CFp, ésta se agrega. Luego, los agregados
son separados por su carga global, y son divididos en varias fracciones.
Al analizar por IEFa las fracciones, se separan los mondmeros variantes
de la hormona, o cual resulta en un patrén electroforético heterogéneo.
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donde acontecen varios fenémenos: a) la hormona permanece libre y "viaja™ en la

sangre hasta alcanzar alg(n &rgano blanco; b) la hormona forma aglomerados, y de
esta manera son transporiadas por la circulacién; c) las hormonas se unen
inespecificamente a moléculas mayores (p. ejemplo la albUmina); d) las hormonas
se unen de manera especifica a proteinas de unién, este caso constituiria un
proceso clave para regular los efectos de la GH; y finaimente, ) la hormona seria
degradada por proteasas de la sangre o eliminada por filtracion renal. Ofra forma que
podria ayudar a la heterogeneidad de la hormona, es su procesamiento por el
propio érgano blanco, como consecuencia de su unidén con el receptor celular, la
recaptura y recambio de receptores por parte de la célula, y finalmente, expuision de

los fragmentos de la GH hacia la circulacién.

Como se ha observade, en nuestro jaboratorio se han desarrellado y optimizade
una sarie de tdcnicas de analisis y purificacién que nos han permitido profundizar an
los estudios moleculares de la cGH, asi como reconocer algunos posibles
mecanismos de transformacion de Ia hormona (glicosilacién, agregacion,
fosforilacion, procesamiento proteolitico, eic). Como siguiente paso, se wvuelve
indispensable encausar los esfuerzos para reconocer la imporancia de las variantes
de la ¢GH a nivel fisiologico. Gracias a la cromalografia de inmunocafinidad podrian
evidenciarse comelaciones entre los tipos de variantes homonales y los estadios
fisiologicoe del animal. Con una finalidad semejante, pero en direccion contraria, el
aislamiento de las variantes de la ¢cGH permitiria reconocer ta influencia de las
diferentes isoformas en el funcionamiento de tejidos aislados o del organismo
completo. Como se observa, el fenémeno de la relacidn entre las
heterogeneidades molecular y funcional es al problema central. Sin embargo, su
complejidad hace necesario abordarlo por varios lados a [a vez, lo cual también nos
permite situar en un marco tedrico correcto los nuevos descubrimientos y, como
consecuencia, plantear los experimentos para resolver las nuevas ncégnitas.

Por aofro lado, los datos preseniados en este trabajo hacen necesario continuar
profundizando en los mecanismos por los cuales la cGH es transformada
(glicosilacién, fosforilacién y procesamiento proteolitico, entre otros), de esta manera
se podra llegar a comprender, y quizds manipular, las causas inmediaias de ia

heterogeneidad molecular de la honrnona de crecimiento de poflo.
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La hormona de crecimiento es una de [as proteinas més heterogéneas, tanto
estructural como funcionalmente, sélo igualada en su heterogeneidad por la PRL.
Este hecho subraya el papel central de la GH en el estudio de la comunicacién
intercealular, pues las investigaciones realizadas sobre la hormona han confermado
una nueva visién de las relaciones entre los mensajeros intercelulares y sus érganocs
blanco. Dentro del panorama de la GH, el estudio de ta GH de pollo constituye una
aportacidn novedosa e importante. Es novedosa debido a que comprende el
andlisis de un modelo biolégico diferente al cominmente empleado, y que algunas
veces se peca en cénsiderarlo el Unico vélido. Este estudio también es importante
debido a que permite rebasar el umbral de los estudios en mamiferos, y comienza a
construir una visidén neurosndocrinolégica global, donde tengan cabida la diversidad
biolégica y la evolucidn,



CONCLUSIONES.

1. Se desarrolld, mediante cromatografia de inmunoafinidad, un
sistema practico y muy especifico para el aislamiento de cGH
total a partir de suero de pollo.

[S]

. Se desarrollé un protocolo de aislamiento altamente especifico
para la variante glicosilada de la ¢cGH circulante.

3. En ¢l sucro, sc demostré la existencia de variantes moleculares de
la ¢GH, tanto de masa como de carga, por diferentes sistemas de
clectroforesis y de inmunotincion.

4. Se demostrd la existencia de una variante glicosilada de la ¢cGH
en la circulacion.

5. Se observd un gran paralelismo entre la variacion molecular de la
cGH en la hipdfisis y en el suero, esto nos hace proponer que las
isoformas hormonales producidas en la glandula son secretadas a
la circulacidn.

6. Se demostré que la cGH, tGH, rPRL, cPRL y tPRL son
fosforiladas 4z w7Zrq de una manera especifica, por la proteina
cinasa dependicnte de AMPc.

7. Se observd que la incorporaciéon de fosfato en las hormonas
anteriores, mediada por APK, es un proceso saturable, especifico
y sujeto a competencia.,

8. Se demostré y se cuantificé la presencia de fosfato inorginico
esterificado a las hormonas ya antes mencionadas, lo cual apoya
la hipotesis de que estan fosforiladas de manera natural.

9. Se evaluaron y se optimizaron distintos sistemas para la
purificacidén de las variantes de la ¢cGH. En algunos de ellos, se
consiguid recuperar el 60% de la protcina inicial; en otros, se
obtuvo la separacién de variantes con diferencias de carga muy
pequciias.
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APENDICES

A, SISTEMAS DE ELECTROFORESIS.

A.1. ND-PAGE. Los myesiras se analizaron en geles disconlinues y dlindricos de 5 mm de grosor y 85
on de fongitud. £l qel concenlrodor y resolvedor luvieron uno concentracion de 3125 % y de 7.5 % de
poliacritomida, respeciivamente (Nicoll y Lichl, 1971; Aamburo et dl., 19%0c).

Preparaciop de los geles.

Solucién A. Aailomido y bis-gcrilamide 1=30%, C=2.6%

Solucién B. H( 1N, Tris 1.5 M, TEMED 0.4%, pH B9,

Solucién C. Persulfolo de amonio 0.14% {p/v). Se prepard fresco coda vez,
Solucién D. Acrilamida y bis-ocrllamide 1=6.25%, (=207,

Solucién E. H,P0, 1 M, Tris 235 mM, 1EMED 0.25%, pH 6.9.

Solucién F. Rbofloving 0.002% {p/v).

Solucién G. Solydan £ 257, glicerol 8% y ozul de bromofenol 0.025%.

Gel resolvedor. Porg 10 mi de solucion de gd, se mezdon 2.5 mi de los soluciones Ay B, y se
desqosificon. Oespués, se aitaden 5 mi de lo solcitn € y lo mezclo se ogrege o los {ubos de widrio
siliconizodos. Para cubrir o gel se agreqo DOH, 0.

Gel concentrador. Poro 5 ml de soluditn de gel, se mezdan 2.5 mi de lo solcuion D y 1.25 de
lo solucivn E, y se desqosificon. Anles de agreqor o los lubos de vidrio, se agrega 1.25 mi de fo soludion F. Se
cubre ¢ gel con DO, 0.

Condiciones de corrida. Como amorliquador se empled Tris 5 mM, Gy 38 m, pH 8.35. Lo
muestra de proldno {5-50 !} se mexclo con 50 i de lo solycin C. A principio de lo electroforesis se
aplicoron 2 mA por cada qel; af lleqar e frenfe de azul de bromofenol of gel resolvedor, se aplicoron 3.5 mA
por coda gel,

Decteccion de las bandas de proteina. Los bondos de proleing se localizoron
medignie lo tincion con "Quick slain” {ocido perdorico 3.5 %, ozul de coomossie 6-250 0.025 %). Los geles se
incuboron en ¢ coleranle duranie 520 min ¢ temperoturo ambiente. PAa incrementor Jo nilidez se remplaza ¢
colorante por yng solcuidn de dcido acelico of 7 %
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A.2. SDS-PAGE. los mueslros se onalizaron en gdles de 0.75 mm de grosor, 6 om de
lorgo ¥ 9.5 de oncho {minifrofean, BioRad). empleando e Sislema de omorliguodores de Loemmli
{1970). Los geles concenlrador y resolvedor luvieron wno concenlracion de 4 y 12.5 % de
poliacrilamida, respectivamenle.

Preparacion de los geles.

Solucidn A. Arilemide y bis-acrilamide T= 30%, C= 2.6%.

Solucidén B. Tris 1.5 M, 05 0.4%, pH 8.8.

Solucidn C. Tris 0.5 M, S05 0.4%, pH 6.8.

Solucién D. Pasulfolo de omonio 10% {p/v).

Solucidn E. Tris 25 mM, Gly 192 mM, SOS 0.1%, pH 8.6.

Solucién F. Solucion € 12.5%, S05 0.1%, glicerol 10%, ozu! de bromofenol 0.05% (5% de
B-mercaploelanol pora los condiciones reducloras).

Gel resolvedor. Poro 10 m! de solucion de gdl, se mezclan 4.16 ml de lo solucitn A, 2.5 ml
de lo solucion B y 3.3 ml de DOH,0, y se desgosifican. Juslo anles de agregar o molde, se aficden 33
#l de lo solucion Oy 8 ! de TEMED. Se cubre con DOH,0 ¢ lecho del gel.:

Gel concentrador. forg 5 ml de lo solucitn de gel, se mezclon 0.66 ml de lo solucion A
1.26 ml de la solucion C y 3.08 mi de OOH,0, y se desgosifican. Anles de agregor of molde, se ofioden
25 pl de lo solucion 0y 5 gt de TIMED.

Condiciones de corrida. Como amorliguador se empled la soludon E. Lo muesira de
proteing (< 25 ml) se mezd con lo solucion F. Duranie lodc lo eeciroforesis se aplicoron 150 V, y se
{ermind cuondo @ frenle ded coloranle se enconirara o 2-3 mm del exremo inferior del gel.

Deteccidn de las bandas de proteina. Para fo lindon fold de prolena, fos geles
se lifieron con ozul de coomassie R-250 0.5%, isopropand! 253 % y acido occlico 10 %, durante of
menos 2 h, y se desliferon con lovados de isopropanol 25% y 6cido gcélico 10% Para localizar
especificomente la ¢GH, PPRL o proleinas glicosilodos los geles se trataron por IET.
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A.3. JEE. U isoelectroenfoque se realizo en gefes (105 x 100 x 0.6 am) con 3% de poliacrilamida
y %Z de anfolinas. El prolocolo esla basado en lo recomendado por los iaboralorios BioRad (Richmond,
Ca).

Para 30 mt de solucion de qel (suficienie para 2 geles de 105 x 100 x 0.6 cm) se mezclaron:

165 ml de DOH0.
6 ml de solucion de gerilomida/bis-ocrilamide 1=25%,C=T%
6 mt de glicerol of 25 %
1.5 mt de onfolins {500 ! de un inlervale de pH 6-8,
1 ml de inlervolo de pH 3-10).

Lo mezdo se desqosifice duranle 10 min y se le oRoden los colalizadores:

45 pb de persulfolo o 10% {p/v).
150 ul de riboflaving 0.1% {p/¥).
9 pl de TEMED.

Se dejo polimerizar duranle 1 h bajo luz blonca.

"Condiciones de corrida, Als muesira de proleing {5-15 1) se le ofiade 2% de anfolinas {pH 3-10). Se
mpled como omorliguadoer colbdico: Lys 20 mM, Ag 20 mM, elonoloming 2, y como amorfiquador anbddico: Asp 20
mM, Gu 20 mM, Después de agregar las muesitos de proleing, se aplicon 5 W, y se vo cumenlondo groduaimente lo
polendio hosto alcenzer 10 W ?duradbn 1:30 h), o continuacion se apfican 1500 V durante 1:30 h {oproximadamente
4000 WH {olales).

Deteccién de las bandas de proteina. Poo su andlisis, los geles se decliolransfirieron {[ET) y
se inmynolifieron con onlicverpo policlonal. E! grodienle de pH del qd se deleming por lo diskibugon de los
morcadores de ot {BioRad) v, direclamente, con un declrodo- de superficie y un polenciometro .



A4, 2D-PAGE. Poro o ondlisis bidimensional se empled lo comore de eeclrofores's
MniProlean (BioRed). Esto lécnico esla bosado en & proloclo de O'Farrell {1975) y con modificaciones
de Hochstrasser {1988).

Preparacién de los geles.

En lo primera dimension, pare lo preparacion de 20-30 geles {0.1 x 5.5 om) se mezclon:

5 q de ures

3.05 ml de DOH,0.

1.5 ml de ecrilomido /bis-garllomida 1=30%, C=2.33%

0.8 ml de anfolings (100 i, del pH 8-10.5 y 9-11; 300 !
dd pH 6-8 y 3-10),

12.5 mq de Ag

12.5 mq de Lys
12.5 mq de Asp
120 g1 de nonidel P-40.

Lo mezds se desqosifics durante 10-15 min, después se agreqon los cotalizodores:
7 2l de TEMED
15 pl de perslfolo de omonio 10% (p/¥).

Para lo sequnda dimension, se prepararon geles paro lo eleclrofores’s desnaturatizante con S0S {SDS-
PAGE), de acuerdo ol proloeslo descrilo en AZ,
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Condiciones de corrida. Los muestras de prolelno (5-50 ui) sz mezdoron con lo soluciones A, (S0S 10
% 011 2.37 %) y B (S05 1 %, urea 54 %, anfolinas 5 % 1:10; AB). Los amorliquadores fueron: NoOH 20 mM {calodo) y
H,PO, 10 mM {anodo). En la primera dimension se aplicoron aproimadamente 3100 W {500 V duranie 10 min y 750
V duronle 4 h). A lérmino de lo primero dimensitn, los qeles se acoploron ol gel correspondienle o lo sequndo
dimension, o bien sz almgcenaron o ~10°C hosle su anolisis declroforélico. No se recomiendo aimacenar los qeles por

mos de 4 dlos.

Los geles de lo primerg dimension se colocon sobre € gel concenlrador y se ogrego omortiguador  {solucion f de
SDS-PACE, en condiciones reducloras). Parg esle sequndo dimension, las condicones de corrido fueron idénticos ol

sslemo de SUS-PAGE (Ver Apéndice A2)

las bandas de proteina. Poro lo locolizacon de fos varionles de lo cGH, los geles

Deteccidn de
se electrolransfirieron ¢ inmunolifieron con anlicuerpo policional (Ver Apéndice AS).



A5.IET
L. Electrotransferencia (Western blot).

1. Al férmino de lo eleclroforesis, e qél se incuba en lo solucion de fransferenda (lris 25 mM, Gly
192 mM, melonol 20 %, pH 8.3) duronie 20-30 min,

2. Se oclivon los membronos de nilroceluloss o immobilon. Pgra eslo, lo membrone de
nilrocelulose se mojo con od umodlquado« de (runsfevenuo (pvewmendo lg formadion de burbujos de
gire). £ immobilon se mojo inicioimente en melanol puro duranle 1-3 min, después se lova con 00H,0
[} con o propio amorliguadox de lransferencia, durante 5 min.

3. Después, se ensomblo ¢ "sandwich” en ¢ siquienle orden: rejlla oscuro de ensomblaje, fibra,
popd odsoxbenle grueso {p. ¢j. #holman Mz o dos popdes delgados {Whalman No. 1), qd,
membrano de nilroceluloss o immobilon, papel (iqual que fo capo de papel anterior), fibra y rejila
doro de ensambloje.

4. £t "sondwich” se acoplo of sistemo de declrolronsferencio miniProlen. Conjunlomente se coloce
ol refrigeranie. Enlonces, se aplican 200 mA duronie 30 min con agilacion magnélic conslante.

4. Finglmente, se recupera lo membrana y se separan lo region correspondiente o los morcodores
de PM o pls (tindion con negro omido) de lo region con los mueslras problema (findon con anficverpo
polidonal o con lo lecting).

b)mmnnonns:iénmnanﬁmm:mp_ohﬂnmlanﬁiﬁﬂ-

1. Los membrongs se incubon en una solucion de qeloling ol 3 % (p/v) en PBS 10 mM, pH 7.6
{PBS) duranie 2 h 0 40°C o loda lo noche g lemperaturo ambienie.

2. Bespués, los membronos se lovan con o PBS duranie 5 min,

3. Se incuban los membrangs con lo solucion del primer anticuerpo {PBS 10 mN, Tween 20 0.05%
pH 7.6 ~TPBS-, 1% de gelolino y svero onti-cGH en ung concentracion 1:2000 [v/v}) duranle 2-3 h, o
lemperalurg ambiente y ggilacion rololorio conslanie.

4, A conlinuacion, se lovan los membranos dos veces con 1PBS, duranle perlodos de 5 min c/v.

5 Se incuban lfos membranos en lo solucdon del sequndo anficverpe {TPBS, 1% de geloting y
onficuerpo onii-lgG de conejo acoplodo o peroxidaso de robano en ung concentrocion de 1:3000 {v/v])
duronle 1 h, o lempergluro ombienle y con agilocion rolaloria constante.

6. Se lovan los membrongs dos veces con 1PBS duranle perlodos de 5 min c/v.

7. Se lovan con PBS dwronle 5 min,

8. Se incubon fos membranos con lo solucion reveladora (4-dloronaflol 0.05% y H,0, 0.015% en
melanol ol 16.6% y PBS) durante 30 min,

9. Se enjuagan los membranas con sbundanle DOH,0.

<) Tincién con concanavalina A-peroxidasa.

1. Las membranas de nilroceluloso o immobilon, se incuban en una solucion de dlbiming sérico
bodna {No. A-7030) ol 3% en PES, durnle 2 h g 40°C 0 toda la noche @ 4°C.

2. Se lavan dos veces con TPBS, durante perlodos de 5 min ¢/v.

3.. Se incuban en lo solucion de lg lecting (IPES, 1% de olbumine y concanavaling A peroxidaso
[Sigma] en une concenlracion de 4 jsg/ul) duranle 3-4 b o lemperatura ambienle.

4. Se lovan dos veces con TPBS, duranle perlodos de 5 min cfu.

5. Se lavon con PBS durgnie 5 min,

6. Se revdlon los bandas de proleing reacliva empleando lo soludon revelodora {seecion AS.b). La
incubodien dura 10-30 min.

7. Selovan los memtxanas con abundenle oguo.
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d) Tincidn con negro amido.

1. Tros lo declrofransierendio, fos secciones de nilroceluloss o immobilon se colocgron en OOH,0.
De eslo forma, lo lincidn con negro amido puede redlizarse hosle dos dies despuds de lo
decirolransferendia.

2. S descarlo ¢ DDH,0 y se liten los membrangs con lo solucitn de negro omido dl 1% en uno
solycion de melanol of 45 %, ocido acélico 10 %, duronte 3-5 min,

3. Luego, se lavon los membrangs con ung solucion de melonal 40% y elonol 10%, eslos se lgvgn
tonlos veces como seo necesario.

4. finglmente, los membranas se almacenan en O0H,0 o se secon.



B. AISLAMIENTO DE LOS ANTICUERPOS
MONOCLONALES ANTI-cGH.

La purificacion de loa MAbs, emplegndo una columna de proleina A-seforose, se reglizd o
porlir de loles de liquido de oscilis que conlenion oproximademenie 15 mg de WAb er—cCH. Las
condiciones de la cromologrofio esfuvieron basadas en lo recomendade por e Dr. Berghman
{bégica), ¥ se resume a confinuacion.

B.1. Preparacién de 1a columna.

1. Se pesoton 0.9 q de proleing A-selorose, que pamite oblene aprosimodomente 3 mid
de resing ochive {2mg de proleing A), Lo resing se hinchd en o omorliguodor de apfcosion {oy
15H,NoClJH.pH&9)dwonchJmmu4 C

2. Lo resing, yo kinchado, se ohodio o una jeringo de 10 ml {previomente sticorizoda), y
ohi se lavo lo resing con 20 volimenes dd amorliquador de apficodon.

B.2. Cromatografia.

1. ! liquido de ascilis liofilizade {conieniende los MAbs especificos ce~cGH. proporcionade
por ¢ Dr. Betghman) se resuspendid en 30 ml con aque. La concenlracien final de MAb en lesto
solugtn fue de 0.5 mg/mi.

2. En coda cromalografio se ogregd 3 ml de lo solucion del liquido de ascilis
{oproximadomente 1.5 mq de MAb), y se dejo reacdonar con lo resing durenle 30 min a 4°C.

3. Lo proleino no odsorbida o lo columna se eluyd con e amorliguador de oplicacion.
Poroldomente, se deleming @ espectro de obsotbenda o 780 nm de Yodas los Focdones.

4. Se inicio lo elucion de la proleina relenida especificamenle o la columne cuonde le
absorbencia de los fracciones alcanzé e cero. Se hizo pasar por la columna el amorliguodor de
elucion (citralos S0 mM, pH 3.5). Los fracciones de elucion se recolecloron en lubos con 500
pl de Tris 100 mM, pH 7.5, para neukrolizar la oodez.

5. Finalmenle, los condiciones inicioles de lo resing fueron reslividos ol lavarse con o

omorfiguador de apficodon.

Condiciones de la cromatografia

Volimen del lecho: 3ml
Fracciones: 1ml
Flujo: 10 ml/h
D.O.: 280 nm

6. Lo fraccion relenide o lo columno (MAb) se diolizb conlro aquo, se liofilizb y se onalizé
deckoforélficomente (SOS-PAGE) para comprobor su pureza.
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C. SINTESIS DE LA COLUMNA DE
INMUNOAFINIDAD.

Paro esle prolocolo se lomaron en cuento las indicociones del Or.Berghman y de los laboralorios de
Pharmacdio.

C.1. Se pesgron 350 mgq de sefarosa 4B, aclivado con (NBr, y se deposity en una jeringo de 10
ml. Esla conlidad ol hincharse proporcions aproximadomente § ml de resing.

€.2 Se dejo hinchar lo seforosg en HO 1 mM, pH 3-3.5, duronle 15 min. Se agild duranle 15 min
con movimienlos suaves de exlremo o exiremo (end over end).

€. Se favd lo seforosa, parg eliminar preservolivos, con 100 mi de HO 1 mM,

" p%47 8anulmsmle, lo tesing se lovo con & amorliquador de acoplomiento {fosfolos 50 mM, NoOl 0.5

C5 En fomg poralede, se odidond & ml de oquo desionizads o un frosco que conlenio
oproximodomenle 5 mg de onlicuerpo monodonal a-cBH, lioflizado con e omorliquador de
gcoplomiento. Se leyd su absorbencia @ 280 om, pora conslelar lo concenlracion de proteine (0.0.=
1.4 paro 5 mq de Mbs)

C.6 Lo soludon de MAbs se oftadic inmediolamenie o lo resina, después de sv lovado en @
amorliguador de acoplamiento, La mezcla se ogilo con movimienlos de extremo o exiremo duranle 4 h
a lemperolura ombienle {0 durante loda lo noche o 4°C).

C.7. Se delermind lo eficiencio de acoplomiento, y poro eso se empled lo siuienle formulg:

Efidendo= 1= i X 1
absorbencia anles de geoplor

Parg considerar que hubo un buen acoplomiento, e volor de eficiencio debe exceder e 90% En
coso de no oloonzer esle nivel, se welve ¢ agilor fo mezdo ¢ tiempo que seo necesarie,

C.8 Se removio o sobrenadante y se ofadio solucion parg bloquear los silios no ocupades en lo
selarosa por los MAbs, Paro eslo se empled ung soludén de elonoloming 1 M, pH 8.0. Poro esle efeclo
lombign se puede emplear Tris o Gly 500 mi, pH 7.8. Con eslg soludion, la resna se agild de extremo
¢ exiremo durante 4-8 b o lemperoluro ombienle o lodo io noche o 4°C.

C.9. Como Gilfimo paso, se lovd la resing, de manara allernoliva, con 2-3 volomenes de columno,
de los amorliquadores de aplicocion {fosfolos 50 mM, NoC! 0.9%, Tween-20 0.01%%, pH 7.6) v de ducion
{Cly 50 mM, NaCl 0.9%, Tween-20 0.01%, pH 3-335).
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D. PREPARACION DE LA COLUMNA DE
CONCANAVALINA A-SEFAROSA.

D.1. Para lo preporocion de 2 m! de resino, se tomd 3.1 ml de lo suspensitn de concanovaling A-
seforoso 48 {Sigmao, Lol. 7970394, 15 mq ConA/m! de resina empocado).

0.2, Lo suspension de resino se agreqo ¢ una jeringa sliconizada de 5 ml. Con onlerioridad se coloco
un soporle de fibro de vidrio en ¢ fondo de lo jeringo.

0.3. Lo resing se lovd con 20 ml del omorliguador de aplicocion (Tris~HC! 200 mM, NoC! 0.15 M, nCl,
1 mM, CaCl, 1 mM, pH 7.0).

D.4. Se dej que lo resing se empacara por graveded, durenle loda g noche ¢ 4°C. -

D5. Se eluyo o amorliquodor que cubre @ lecho de lo resing, y se oplico lo muestro de proleina,



E. ELECTROELUCION DE GELES DE
ND-PAGE.

E.1. Se preparoron minimamente 8 geles de pofigcrilamida parg e sislema de NO-PAGE. Se
recomienda preparar geles en exceso, en caso de aconlecer acdidenles durante sv foclure.

£.2. Se solubilizo lo ¢GH pura -BOE-1- {conceniracion enire 50 y 100 pq por cado qel) en o
omorliquader de mueslro {solucion G sislema de electroloresis ND-PAGE, véase Apéndice D).

£.3. Se reqlizo la declroforesis de acuerdo los condidones de ND-PAGE {véase Apéndice A1)

£.4. A iérmino de lo eleclroloresis, se extiajeron los geles. Uno de ellos se 1ino en "Quick slain”
{ocdo peclorico 3.5 %, ozl de coomosse G-250 0.025 %) duronle 10-15 min o lemperaluto
ambiente. Los demds se glmacenon ¢ ~10°C.

E.5. Tomando como base o gel lefiide, se corlaron los geles reslontes en los zonas con proleina.
As se obluvieson lres secciones de el conleniendo los vorionles de carqe delo hormona.

£.6. Poro los ensoyos de eeclroelucion en uno comara ISCO se procedit de lo siquiente monera:

0; Se sello lo comaro {o comaros) interior con membrana pora dialisis {culofl de 3.5 kDa).

b) Se colocaron deniro de la comaro los secciones de gel correspondienles o lo mismg varionle
hormonal.

c) Se agregd e omorliguador interior (Tris-acelotos 40 mM, pH 9.1). Se luvo cvidado de no
dejor burbujos de aire.

ds Se aqreqo @ emorliquador (Tris-ocelolos 400 mM, pH 9.1) en lo comara exlerng ¥ se coloco
denlro de dlo o lo comare inferne.

¢) Se aplicoron 3 W de polendio consianle duranle 6 h o 4°C.

f) Se recuperd & omorliquador de lo comara inlerng, se diolizo conlra DDH,0, se fiofilizo y se
onalizd por declroforesis.

£.7. Poro los ensoyos de electroeucion reqlizados wn @ sislemo MiniProlesn {BioRad) se siquio e
presenle prolocolo:

0} Se acopld o sislemg de declroeducien BoRad. Lo membrana se lovd desde un dio onles en ¢
omortiquador ¢ emplear.

b} Sobre ¢ soporle de fibra de vidrio se colocaron las secciones de get {correspondienies ¢ un
tipo particupar de varianle hormonat).

¢) Se ogreqo d amorliguador, lonlo en @ resarvorio con los geles como en lo comarg exlerng. Se
empled un amotliquedor y condiciones de declroducion diferentes para codo ensoyo (1. Tris-
acelalos 40 mM y 400 mM, pH 9.1: 2. Tris-acelalos 50 mM pH 9.1; 3. Bicarbonolo de amonio 50
mM, pH 9.5; y 4. Acelolos 50 mM, pH 4.5.).

d) Finglmenle, se recuperd o omorfiquador en @ comparlimiento bojo ¢ soporle de fira de
vidrio, se didlizd conlra DOH,O, se fiofilizd y se onolizs.
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F. GELES DESPOLIMERIZABLES.

F.1. BAC.

Parg esle prolocolo se lomaron en cuento las condiciones reporladas por Ghaflori, 1976.

a) Condiciones de polimerizacién.

Solucu)n A Lo soludon de mondmergs of 20% se pieporo ofodiendo ocrilomido y BAC en
proporciones 19.22:0.78 {p/p). Eslo resulle en uno concenlracibn relotive de mondmeros y
enlrecruzodor de 1= 20 y C= 3.9. Se solubilizo fa mezdo colenlondo o 60°C. A confinuacion, se flrd
y se olmocend o lemperclurg ombienle,

Solucion B. Amorliquador de Tris-HO 89 mM y gcido borico 89 mi, pH 8.3,

Prolocolo. Porg oblener 8 ml de solucien de qel resolvedor, ol 7.5% loldl de poliocrilomido, se
mezdaron las soluciones en los Siquientes conlidedes:

3 ml de solucipn A

0.8 ml de solucion B

4 ml de oquo desionizeda

0.2 pl de TEMED

12 ul de persutialo de sodio ol 10%

Primergmente, se mezcloron lgs soluciones A y B con ¢ oquo. Se desgosifico duronle 5 min y se
colenio o 40°C durgnle 5 min. Lxaclomenle onles de ogreqor of molde del gél, se ofodieron los
cololizadores., Es necesgrio agregor lo solucion de gel inmediolomenle o los lubos pues lo reaccion de
polimerizacion es muy ropido,

£l qd concenlrodor (superior) se preporo de acverdo o Ornstein y Dovis (véose Apéndice A1),
empleondo pero elo ¢ BS como enirecruzador.

Después de lo declrofores's, los qeles se corloron Iransversalmente, en lgs zonos correspondientes
o los vorionies de lo hormono (véose Apéndice [). £s recomendoble corlor en {rozos muy pequeios los
fracciones del gl con proleing pues, de esa manera, se hace mos eficdente sy solubilizacion.

b) Condiciones de despolimerizacién.

Para lg solubllizacitn se mezclaren los frozos de gel con un volumen lres veces mayor de 8-
mercaploelanol of 5% Lo despolimerizacion complela - se aleanzo en menos de 10 min ¢ lemperalura
ombiente, en coso de persislir "qrumos” se calenit a 40°C.
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F.2. DHERBA.

Sequn Tas, 1984,
a) Condiciones de polimerizacion,

Solucion A Lo solucion de monomeros ol 15%, se prepard mezdondo 3.75 q de ocrilgmida y
0.1875 q de DHEBA, se solubiizoron en un volumen de 25 ml con oguo desionizado, y se fillro,
Lo solul;ﬂizodbn no requiere colenlomiento. Lo solucion de mondmeros resultante fue de 1=15.7
y (=47,

Solucion B. Tris 1.78 M, HO 0.6 N, pH 8.3

Frolocolo. Pora 10 ml de solucion de gel se emplearon los siguienfes conlidodes:

5 ml de solucion A

5 ml de solucion B

100 u! de TEMED

100 pf de persulfolo de gmonio of 10%

Se mezdoron y desgosificaron los soludones A y B. Inmediotomenie onles de ogregar lo mezdo
ol molde poro el gel, se adicionaron los cololizadores. También en esle coso, lo reaccion de
polimerizocibn fue muy rapida.

F.3. DATD

Solucion A Para uno solucion de mondmeros o 15 %, se mezdaron 2.75 q de oailomido y 0.1875 g
de DAI0, con ogua desionizada se llevd o un volumen de 25 ml, y se fillro. T= 157 y C= 4.7,

Solucion B, Tris 1.28 M, HO 0.6 N, pH 8.3,
Prolocolo. Pgro 10 ml de solucionitn de &t se emplegron los siguienles contidades:

5 ml de soludionitn A

5 ml de solucitnitn B

100 ! de TEMED

100 ¢l de persulfolo de omonio of 10%

Se mezdaron y desqasificoron los soluciones A y B. Inmediglomente anles de oqreqor lo mezdo of
molde pare ¢ qel, se adicdonaron los calolizadores. Tombien en esle coso, o regcdon de polimerizodion
fue muy ropide.

Finglmenle, se probaron sus caraclerislicas de resislendia mectnico, de separacion de las varionles
y enfoque en lo ND-PAGE; o5l lambién, se fomd en cuento ¢ prolocolo que empleo las condiciones de
despolimerizacion menos draslicas.

2, Condiciones de despolimerizacidn.
Como primer paso, los trozos de gl s favaron con abundonte aqua desionizado duranie 20 min.

A conlinuacion, se sustiluyd e aqua por lo solucion de dcide pericdico of 5 %
En eslas condiciones se dejo incubor lo mezda duranle loda la noche @ lemperalurg ambiente.



G. ISOELECTROENFOQUE PREPARATIVO
(IEFp).

1. Preparacién del soporte.

0) Se pesoron 3.6 g de resing {Biolyle, Bio Rad) y se hinché en aqua desionizoda duranle 2 h.

b} Lo resino se lavd con aqua desionizado hoslo alconzar une conduclividod de cero.

¢) Enlonces, fo resing se resuspendio en un volumen de 70 ml con aqua; o lo suspension se oRadio 2 % de
anfofings, en proporciones de 1:1:1 para los inlervolos de pH de 3-10:6-8:8.5-10.

d) £f molde se coloco en yna superficie tololmenle horizonldl. Previomenle, en e molde se colocoron firas
de popel mojadas, de manerg lo! que los papeles conglilvion los barreras del soporle.

€} A conlinugeion, lo suspension se desgosifico y se ogrego of molde en el espocio fibre; fo resino se
esparat en foda su supafue

f) Finglmente, lo resing se seco por absordon del ogua, pore lo cual se emplegron papeles seconles
adosedos o lo barrera de papel. El iempo promedio para secor lo resing {hosta un qmdo que pemilierg
indinar el soporle 45 y no suftir dislorsion} fue de 30-50 min.

G.2. Preparacidn de la mugstra.

Se pesaron 3-5 mgq de hormong {ofH o cGH). Lo o se empled en los ensayos iniciales -evalyadon de
las condiciones del iEFp—; los condiciones de preparadion de la muestra fueron semejanles parg fa oCH y ¢CH.

Lo hormong se soiublizo en 1 ml de agua cloolinizada con NoOH {pH 9.5). ¥ se afodie 2 % {v/v) de
aniolings {intervalo de pH 3-10). En las ocosiones en que no se consiquid una complele solubilizacion, se
agreqd ureg hasla ung conceniracion de 2 M,

G.3. Condiciones de corrida.
a) Precorrida.

El molde, conleniendo e soporfe, se colocd en lo comara de ILF, sobre lo ceramica de refrigeracion.
Previgmente, lo ceramica se mojo con glicerod ol 5% {p/v), paro osi faclilar lo fronsferencio de lemperaluto
enire d soporle y la ceromica.

A conlinuadidn, se mojoron firas de papd con los umorfiguodores co(r&pond:enles anddico {dcido
glvlamico 20 mM, acido aspbrfico 20 mM) y calodico {elllendioming 2 M, lising 20 mM, argining 20 mM); eslas
firas se montaron sobre fas onleriores firas de papel, en d exlremo correspondiente o lipo de omorliquador.

Se sglurd la cimarg con N, y se inidid lo precorrida: se aplicd %00 V duranle 16 h o 4°C.

b) Corrida.
A lémino de fa precorrida, en d tenlro del soporle se realizaron ligeras incisiones lronsversales con un

bisturi. Lo mueslra se ogregd en eslos incsiones. A confinuadion, se volvid o salurar o camara con N, y se
oplico 2000 V durgnle S h o 4°C,
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G.4. Yisualizacién de la proteina separada.

Ung vez findlizado ¢ ICF, o lodo lo larqo del soporle se sobrepusieron lras de popel secanle 34 (Bo
Rod). Se permilio que se impregnoron de lo proleina del soporte, duronle 3 min. Con sumo wvidodo, se
reliraron los firas de papel y se secaron ¢ 100°C.

A conlinuacion, los firos de popel se lovoron con acido tricloroocélico of 10 % durante 5 min {2x), ¥ s
literon en ung solucion de azul de bromofenol (0.05%), elanol {90%) y ocido acetico (9%), duronle 5 min, Los
popeles se desliferon of lavarlos con abundonle aqus ocidificado con acdo gcélico.

Por olra parle, se delerming & gradienle de pH coda cenlimelro, o lo lorgo del soporte empleando un
polenciomelro Beckmon $5~2 y un eleclrode de superfice {Rio-Rod), duronle lodo @ liempo esle sisiemo s2
maonfuvo sobre hielo.

G.5. Recuperacion de las proteina separadas.

Ung vez conocids lo disposicion de las bandas de proleina, se ush ésie como palrén para dividie e soporfe
en frgcciones. Los fracdones se almgcengron o ~20°C hosto su exlraccion.

En frascos de vidrio separados, fo resing se lovo duranle 30 min 0 4°C con 2-3 volUmenes de DOH,0. Lo
suspensitn se centrifugd @ 11500 tpm duronle 10 min. Coda frocdon se lovd en lres ocosiones. Los
sobrenadanles de los lavados se junloron y liofilizaron para poslerior gnalisis.

Para efiminar ¢ las onfolinas contaminantes se inlenlaren varigs lécnices:

a) Cromatografia en sefadex G-10. Se prepard uno columng de sefodex G-10 (27 x
1.2 em) en un amorliguador de bicorbonalo de amonio 50 mM, pH 8.4,

La muestra profeinica se solubdlizy en aquo dlcalinizada con NoOH 500 mM {pH 9.5). y asi permilir su Tolal
resuspension.

Lo cromalografio se realizo o un fujo de 20 mi/h, se lomaron fracciones coda ml, y éslas se leyeron en
¢ especlrofolometro ¢ 280 nm. Se junloron los fracciones con proleina, se didlizaron y concenlraron parg su
posterior andlisis eleclroforelico y delerminacion de proleing.

b) Electroelucion. Se proboron los condiciones de eleclrodudion en d sislemo de MniFroleon
{Bio Rad). En esle coso. las mueslras se solubifizaren en bicarbonalo de amonio 10 mM, pH 8, con 20 % de
glicerol. Todo e sistema de electroducion se llend con ¢ amortiguador anles mendonado ¥ se oplich 40 mA de
corrienle conslante dutanle 6 h o 4°C. Lo solucion refenida por 1o memtxona de ditlis's (culofl de 12 kDo) se
recupert, dializo, lioflizd y analize por “dol-blot* {véase Apéndice H).

c) Precipitacidon con sulfato de amonio. Po onlecedenles del prolocolo de
purificocion de cGH (froccion BOC-1), sabiamos que lo ¢(H se precdipits con 50 % de soluracion de sulfolo de
amonio, y aprovechando la ollo solubilidod de fos anfolings, planeomos separar de eslo manera lo hormona de
sus confominonles, En esle coso fos mueslros se resuspendieron en 3 ml de ogqu, se agregd 3 mi de ung
solucion solurado de sulfato de gmonio. Lo mezdo se ogito durante 30 min ¢ 4°C, y se cenlrifugs o 11500
tpm duronle 30 min. £ sobrenodonie y ¢ predpiledo se dializaron y lioflizoron paro su deleminocion de
prolelno y su andlis's dectroforélico.
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H. ANALISIS DE INMUNORREACTIVIDAD POR
"DOT-BLOT".

Esle prolocolo se baso en lo recomendado por los loboralorios de Bo-Rad (Richmond, Co.), ¥ se
adoploron las condiciones de inmunolindon espedfico. [n eslo lécnica se empled & aparglo de
microfilfracion "Bio-Dol" {Ho-Rod).

1) Lo membrono de nilrocelulosa {9 x 12 cm) se hidroto con PES 10 mM, pH 7.6.

2) Eslo membrang se colocd en ¢ aparolo de microfillracion y s asequrs aprelando los forniflos.

3) Se rehidralo lo membrono con 100 22! de 1PBS (PAS + 0.05% de Tween 20) por pozo. Se dejo
filtror ¢ liquido por gravedad.

4) Ahora, a los pozos se agregd enlre 50-500 wl de lo muesira proleinica. Es oconsejoble agregor
uno conlidod de mueslra semejonle en lodos los pozos. Se dejo fillrar posivomenle el liguido;
generglmente, ung mueslra de 100 ! foma 30-40 min en ser fillrada, :

5) S lovaron los pozes con 100 ! de TPBS y s2 permilio lo ﬁllrudbn-posivu del omor tiguador.

6) Enlonces, se desarmd ¢ oparalo y la membrana se bloquea, para lo cval se incubd en una
solucion de geloling ol 3% en PBS durante 2 h 0 40°C o foda lo noche o lemperalurg ombiente.

7) Luego lo membrang se lralo de manera idénlico o como se realizo en fo inmunolingibn {véose
Aoendice A5).
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