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Resumen

La cadena al del colageno XI estd codificada en el gen COL11Al, la
sobreexpresion de este gen estda asociada con la aparicion de diferentes carcinomas
invasivos humanos. En este trabajo se persiguié la produccion recombinante de
procolageno Xlal humano, mediante el uso de células CHO-S transformadas con el
vector COL11A1 OHu25477D pcDNA3.1+/C-(K)-DYK. Para detectar la proteina se
realizaron analisis mediante SDS-PAGE y western blot. A su vez, se procedié a la
adaptacion de células CHO DG44 al cultivo en suspension en un medio quimicamente
definido sin suero. Tras varios intentos de transformacion, no se consiguio la expresion

recombinante fiable del procolageno XIal humano en células CHO-S.

Abstract

The collagen X1 al chain is encoded in the COL11A1 gene, overexpression of
this gene is associated with the occurrence of different human invasive carcinomas. In
this work we pursued the recombinant production of human procollagen Xlal using
CHO-S cells transformed with the COL11A1 OHu25477D pcDNA3.1+/C-(K)-DYK
vector. For protein detection, SDS-PAGE and western blot analyses were performed. In
turn, CHO DG44 cells were adapted to suspension culture in chemically defined medium
without serum. After several transformation attempts, reliable recombinant expression of

human procollagen Xlal in CHO-S cells was not achieved.
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Produccion recombinante del colageno XIal extracelular humano

1. Introduccién

El colageno es una molécula proteica formada por tres cadenas polipeptidicas. Cada
una de estas cadenas esta formada por una hélice de poliprolina tipo I1, que es levdgira y
juntas forman una superestructura de triple hélice que gira hacia la derecha. A nivel
molecular, la cadena esta formada por tres aminoacidos (GY X), que se repiten a lo largo
de la molécula. Se trata de una glicina, seguida de dos prolinas, de las cuales la Gltima se
encuentra hidroxilada formando 4-hidroxiprolina. Esto influye en la estabilidad de la
molécula y es necesaria para que no se degrade a temperatura corporal (Paredes-Puerto
et al., 2017). Pueden ocurrir otras modificaciones como la hidroxilacion y glicosilacion
de residuos de lisina especificos, la eliminacion de propéptidos N- y C-terminales por
metaloproteasas especificas, después de la secrecion en la matriz extracelular, y
entrecruzamiento entre cadenas, que se produce en los residuos de hidroxilisina y lisina
previamente desaminados por lisil oxidasa. Estas modificaciones afectan tanto a la
extractabilidad de los colagenos de los tejidos como a sus caracteristicas biofisicas (Baez
et al., 2005). El colageno es sintetizado en la célula y expulsado a la matriz extracelular

donde sufrird algunas de las modificaciones antes comentadas.

El colageno desempefia un papel esencial al proporcionar un andamio para el
soporte celular y, por lo tanto, afecta a la union, migracion, proliferacion, diferenciacion
y supervivencia de las células (Yang et al., 2004). Existen 28 tipos de colageno humano.
Este trabajo se centra en el colageno XI, que desempefia un papel importante en la

fibrilogénesis al controlar el crecimiento lateral de los colagenos fibrilares.

Cada protomero de colageno generalmente esta compuesto por tres polipéptidos
diferentes, llamados a1, a2 y a3, y codificados por secuencias de genes especificas. En el
colageno de tipo Xl, las cadenas al y a2 estan codificadas por los genes COL11Al y
COL11A2, respectivamente; sin embargo, la cadena a3 estd codificada por el gen
COL2A1, que es el componente principal del colageno de tipo Il. Estos polipéptidos se
sintetizan como procolagenos, que incluyen los propéptidos N y C globulares que
flanquean la triple hélice del colageno (Canty & Kadler, 2005). Tras la secrecion a la

matriz extracelular, los propéptidos se separan por escision proteolitica; en los extremos
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de la molécula de colageno de triple hélice, quedan los telopéptidos cortos N- y C-
terminales (Figura 1). Luego, las moléculas de colageno maduro se autoensamblan en
fibrillas, en la superficie celular y/o en la matriz extracelular, a través de enlaces cruzados
covalentes entre telopéptidos y regiones especificas de unidn de telopéptidos de triple

hélice.
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Fig. 1: Representacion esquematica de la fibrilogénesis del colageno (Véazquez-Villaet al., 2015).

En condiciones normales, el gen COL11A1 se expresa principalmente en
condrocitos y células madre mesenquimales, asi como en osteoblastos. Las células
epiteliales normales y los fibroblastos inactivos de diversas localizaciones no lo expresan.
Sin embargo, estd altamente expresado por células estromales activadas de diferentes
carcinomas invasivos humanos, y esta expresion se correlaciona con la agresividad y
progresion del carcinoma y la metéastasis a los ganglios linfaticos (Vazquez-Villa et al.,
2015).

Estudios previos pusieron de manifiesto la sobreexpresion del gen COL11A1 en el
adenocarcinoma ductal infiltrante de pancreas (Garcia-Praviaet al., 2013). Otros estudios
han relacionado mutaciones en este gen con la aparicion de carcinomas cutaneos de
células escamosas y se ha demostrado que la eliminacion de ese gen mutante afecta a la

formacion del tumor (Lee et al., 2021).
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Ademas, en el crecimiento de algunos tumores solidos, especialmente de los
carcinomas invasivos humanos, se acompafia de una considerable reaccion
desmoplastica, que consiste en la colagenizacidn del estroma de un tumor (Garcia-Pravia
etal., 2013). Diferentes tipos de células estan involucradas en esta respuesta, pero
destacan las células estromales activadas que sobreexpresan y secretan una variedad de
colagenos, estos muestran una disposicion a manera de escudo que, por una parte,
contribuye a la progresion tumoral, y, por otra, proporciona quimio- y radio-resistencia
(Shen et al., 2016). Por estos motivos, la caracterizacion de la matriz extracelular se esta
volviendo mas importante en la prediccion del desarrollo y respuesta a tratamiento de

ciertos tipos de tumor (Siravegna et al., 2017).

El reciente desarrollo de formas recombinantes de coldgeno humano proporciona una
fuente confiable, predecible y quimicamente definida de colageno humano purificado que
esta libre de componentes animales. Los colagenos de triple hélice producidos mediante
tecnologia recombinante tienen la misma secuencia de aminoacidos que el colageno
derivado de tejidos humanos. Ademas, se puede lograr un grado equivalente de
hidroxilacion de prolina mediante la co-expresion de genes que codifican la prolil
hidroxilasa con los genes del colageno, lo que lleva a la produccion de colageno con un

grado similar de estabilidad al material natural (YYang et al., 2004).

2. Obijetivo
En este trabajo, se ha perseguido la produccion recombinante estable de la cadena a1
del colageno XI humano, que posee 1806 aminoacidos y una masa molecular estimada
de181065 Da, en celulas CHO (Chinese hamster ovary). Se trata de la primera parte de
un proyecto mas amplio, que se centra en el estudio de dicho colageno como potencial
diana terapéutica en carcinomas invasivos humanos, mediante el uso de anticuerpos
monoclonales frente a la forma extracelular madura del colageno Xlal. De modo que,
paralelamente a la produccién de colageno, se procedera a conseguir dichos anticuerpos
monoclonales a partir de hibridomas murinos.
Se ha recurrido a las células CHO, como sistema eucariota de expresion recombinante,
porgue, a dia de hoy, representan el principal sistema de expresion para la produccién

biotecnoldgica industrial de proteinas de interes terapéutico (Sharker & Rahman, 2021).
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3. Materiales y métodos

3.1.  Obtencion de vector con el gen de interés

Se gener6 la construccion COL11A1 OHu25477D pcDNA3.1+/C-(K)-DYK
(GenScript) que contiene la secuencia completa del gen COL11A1 (variante A con 5421
bp) dentro del vector de clonacién pcDNA3.1+/C-(K)-DYK.

Este vector contiene, como se muestra en la Figura 2, un potenciador de
citomegalovirus (CMV), un promotor de CMV, un promotor del fago T7, y una secuencia
Kozak precediendo al marco abierto de lectura (ORF) que contiene el gen de interés;
ademas, al final de esta secuencia, existe una sefial de poliadenilacion. También tiene
genes de resistencia procariotas (AmpR) y eucariotas (NeoR) para la seleccion de las
células transformadas, y un Unico punto de corte para el enzima Pvu | que permite su

linealizacién.

AmpR promoter CMV enhancer
(10.258) Pvul CMV promoter
| T7 promoter

® [ ~___ Primer 1 Forward (935 .. 963)
ori

Kozak sequence

SV40 poly(A) signal

NeoR/KanR

SV40 promoter

bGH poly(A) signal

(6353 .. 6385) Primer 2 Reverse ‘

FLAG Primer 1 Forward (4796 .. 4823)

Fig. 2: Representacion del vector COL11A1 OHu25477D pcDNA3.1+/C-(K)-DYK, donde se muestra la
posicion de las partes mas relevantes de dicho vector. Tiene un tamafio de 10811 bp. (SnapGene Viewer)

3.2.  Amplificacion del vector

Se procedié a la amplificacion del vector pcDNA3.1+/C-(K)-DYK que contiene la
secuencia completa del gen COL11Al en células One Shot™ TOP10 Chemically
Competent E. Coli (Invitrogen).

Primero, se descongelaron las células en un bafio a 37°C. Una vez descongeladas, se
les afiadio 1 uL de plasmido y se dejaron en hielo durante 30 min. Se las someti6 a choque
térmico poniendo el vial en un bafio a 42°C durante 30 segundos y otra vez en hielo. Por
altimo, se afiadié 250 pL de medio S.O.C. precalentado y se incubo durante 1h a 37°C.
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Se sembraron en placas Petri de medio Luria-Bertani con agar al 1% y 100 pg/mL de
ampicilina como antibidtico de seleccion de las bacterias transformadas y se incubaron
24 h a 37°C. Pasado ese tiempo, se picaron 5 colonias, se colocaron en tubos Falcon con
2 mL de medio LB liquido con ampicilina (100 pg/mL) y se dejaron incubar. Tras la
incubacién, se repartieron los 2 mL del tubo con mayor densidad celular en 10 tubos
Falcon con 10 mL de medio y se incubaron a 37°C durante 24h. Este proceso se repitio

varias veces con el objetivo de tener mayor cantidad de plasmido.

3.3.  Extracciony purificacion del ADN plasmidico

Se realiz6 utilizando el kit comercial peqGOLD Plasmid Miniprep Kit 1l (VWR Life
Science), que permite extraer ADN plasmidico de volimenes grandes de medio con
células. Una vez extraido, se cuantificd en un espectrofotémetro con una longitud de onda
de 260 nm.

3.4.  Linearizacion del plasmido y electroforesis en gel de agarosa

Se afiadio el ADN a una concentracion de 1 pug/mL, 2 pL de enzima de restriccion
Pvu I, 2 uL de buffer R y agua destilada hasta un volumen final de 20 pL. Se dejo6 durante
16h a 37°C. Pasado ese tiempo, se inactivd el enzima con un 1 pL de EDTA (Acido
etilendiaminotetraacético, 0,5M, pH 8,0).

Después, para comprobar que el plasmido se habia amplificado y purificado y
linearizado correctamente, se realizé una electroforesis en un gel de agarosa al 1% al que
se afiadio un agente intercalante (SYBR™ Safe DNA Gel Stain). Se cargaron las muestras
de plasmido digerido y sin digerir con 5 puL de tamp6n de carga y un volumen total de 25

uL. Se corrio el gel durante 1h a 90V.

3.5.  Concentraciony esterilizacion del plasmido

Para realizar la transfeccion es necesario preconcentrar el plasmido y mantenerlo en
condiciones estériles. Por lo que se realizd una precipitacion con etanol. Se uso acetato
de sodio (pH 5,2), afladiendo 1/10 del volumen total de ADN plasmidico y 2,5 volimenes
de etanol 100%. Se dejo a -20° C hasta el dia siguiente. Se centrifug6 durante 30 minutos
a 12000 rpm vy se retiro el sobrenadante cuidadosamente. Se hizo un lavado con EtOH al
70%, para eliminar las sales; se volvié a centrifugar 10 min, se retiré el EtOH y se dejé

secar 15 minutos a temperatura ambiente. Por Gltimo, se resuspendio el ADN en el
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volumen de agua necesario. Todo el proceso se realizd en una cabina de flujo laminar

para conseguir la maxima esterilidad.

3.6.  Cultivo de células CHO-S

Se descongel6 1 mL de células FreeStyle™ CHO-S (ThermoFisher) con una densidad
celular de 1x107 /mL poniendo el vial en un bafio a 37°C durante unos minutos. Se pasé
todo el volumen a un frasco T-75 con 30 mL de medio FreeStyle™ CHO Expression
Medium (ThermoFisher) previamente suplementado con L-Glutamina a una
concentracion de 8mM y al que se le habia realizado una prueba de esterilidad. Se incub6
a 37°C con un 5% de CO. y agitacion orbital (120 rpm).

Cada 2 o 3 dias se fueron haciendo subcultivos. Se guardaron varias copias de
seguridad de 1 mL congeladas en medio de cultivo con DMSO al 10%, y se realizaron
varios pases antes de la transfeccion, para asegurarse de que las células crecieran
correctamente y sin formar grumos.

La Figura 3 muestra el aspecto de las células CHO-S en cultivo.

Fig. 3: Fotografia al microscopio invertido con aumento 20X del cultivo de células CHO-S, tras cinco
subcultivos.

3.7.  Determinacion de la minima dosis letal de geneticina

Para determinar la minima dosis letal de geneticina para las células CHO-S, se
sembraron 6 frascos T-75 con una densidad celular de 1x108 células/mL, ya que es la
densidad optima para la transformacion, y se afiadieron diferentes concentraciones de
geneticina (300, 400, 500, 600, 1000 y 2000 pg/mL). Se comprobd la letalidad a los 5 y
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los 7 dias de afiadir el farmaco, usando azul tripan para tefiir las células muertas y

contandolas en una camara de Neubauer.

3.8.  Transfeccion de células CHO-S

Para proceder a la transfeccion, la densidad celular 6ptima es de 1x10° células/mL,
como se mencion6 anteriormente, por lo que el primer paso es contar las células y
repartirlas de manera que queden con dicha densidad. Se pone un volumen de 30 mL en
medio FreeStyle™ CHO Expression Medium (ThermoFisher) en un matraz de 125 mL.

Se siguio el protocolo especificado por la casa comercial. Se mezclaron 41uL del
plasmido preconcentrado (que corresponden aprox. a 39 pug de ADN) con el medio de
transfeccion SFM OptiPRO™ (ThermoFisher) hasta un volumen final de 0,6 mL. Se hizo
lo mismo con 41 pL de reactivo FreeStyle™ MAX (ThermoFisher) y se mezcld
invirtiendo el tubo varias veces. Inmediatamente, se mezcl6 el reactivo con el ADN,
obteniendo un volumen de 1,2 mL y se incub6 10 minutos a temperatura ambiente, de
manera que se van formando complejos con el ADN. Por ultimo, se afiadio la mezcla a
las células, lentamente y moviendo el frasco para que el ADN se distribuya
homogéneamente. Se incubd a 37° con un 5% de CO. Y agitacion orbital a 120 rpm.

Tras dos dias de cultivo, se recogieron las células en un tubo cénico y se centrifugaron
10 min a 1200 rpm. Se retird el sobrenadante y se resuspendieron en medio fresco con
500 pg/mL de geneticina.

Se realizo la transfeccion con el plasmido circular y con el linearizado (usando el

enzima Pvul).

3.9.  Separacién de las células y concentracién del medio de cultivo tras
transformacion

Siete dias después de la transformacién, se recogieron 15x108 células y se
centrifugaron a 1200 rpm durante 10 minutos. El boton celular se resuspendio en 1 mL
de agua destilada y 330uL de buffer de electroforesis y se lisaron las células poniéndolas
3 minutos a 95°C. Por otro lado, se recogio el sobrenadante y se le afiadio azida sodica
hasta un 0,1%.

Se hizo lo mismo con medio y células CHO-S sin transfectar para poder comparar
ambos resultados.

Fue necesario concentrar los sobrenadantes para su analisis. Se usaron tubos de

concentracion de proteinas de 10K y se centrifugaron 20 mL de cada muestra a 4000 rpm
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y 4°C hasta obtener 1mL de medio concentrado. La concentracion de proteinas se estimo

midiendo la absorbancia a 280 nm.

3.10. SDS-PAGE

Para el andlisis de los sobrenadantes de los medios de cultivo, se realizaron dos
electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes y reductoras
(SDS-PAGE). Se prepar6 un gel de concentracion con acrilamida al 6% (pH=6,8) y un
gel de separacion con un 8% de acrilamida (pH=8,8).

Se cogieron 75 pL de cada muestra y se le afiadieron 25uL de tampdn de carga, con
-mercaptoetanol, 4% SDS, 20% glicerol, 200mM DTT, 0.01% azul de bromofenol y 0.1
M Tris HCIl. Ambas muestras se calentaron durante 3 minutos a 90°C para favorecer la
desnaturalizacion. Después, se cargaron en los geles 20 yL de cada muestra y 10 pL de
un marcador de peso molecular (Estandar de proteinas tefiidas PageRuler™ Plus,
ThermoFisher), que va de 10 a 250 kDa. La electroforesis se realiz6 a maximo voltaje

(250V) durante 6 minutos y, tras esto, una hora a 70 mA.

3.10.1. Tincion con azul de Coomassie
Uno de los dos geles se tifi6 con azul de Coomassie durante 1h con agitacién suave.
Después de destifié usando una mezcla de 50% metanol y 10% acido acético y se realiz6

un ultimo lavado con etanol 70%.

3.10.2. Western blot

El otro gel se sometid a una electrotransferencia, de manera que las proteinas pasaron
a una membrana de nitrocelulosa. La transferencia se realiz6 a 600 mA durante 1 hora.

Una vez finalizada, se dejo la membrana bloqueando en una solucion de PBS-BSA
(albumina de suero bovino) al 3% a 4°C hasta el dia siguiente. Después, se retird la
solucion de bloqueo, y se hicieron lavados con buffer de lavado (PBS-Tween 20 0,01%).
Posteriormente, la membrana se incubé con 10 mL de BSA 1% con el anticuerpo
monoclonal THE™ DYKDDDDK Tag Antibody [HRP], mAb, Mouse (GenScript, Cat.
No. A01428) (3-5 pg/calle con muestra). Se dejo en agitacion suave, durante 2 h, a
temperatura ambiente. Y, después de varios pasos de lavado con PBS-Tween-20 al 0,01
%, se afiadio el sustrato de la HRP 1-Step™ Ultra TMB (ThermoFisher Scientific, Cat.
No. 37574).
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3.11. Cultivo de células CHO DG44 dhfr

Se descongel6 1 vial de 1 mL de células CHO DG44 dhfr-poniendo el vial en un bafio
a 37°C. Una vez descongeladas, se paso6 todo el volumen a un tubo Falcon de 15 mL al
que se le afiadi6 lentamente 10 mL de medio DMEM (suplementado con L-Glutamina
4mM, hipoxantina 0,1 mM, timidina 0,016 mM y suero bovino fetal al 10%). Se
centrifugd 10 min a 1200 rpm y se retir6 el sobrenadante, con el fin de eliminar todo el
DMSO (dimetilsulfoxido) que venia con el medio de congelacion. El botén celular se
resuspendid en 10 mL de medio y se pasé todo el volumen a un frasco T75 con 20 mL
mas de medio. Las células se cultivaron a 37°C con un 5% de CO..

La Figura 4 muestra el tipico aspecto de los cultivos adherentes de las células CHO
DG44 dhfr-.

Fig. 4: Fotografia al microscopio invertido con aumento 20X del cultivo de células CHO DG44, tres dias
después de descongelarlas.

Para los subcultivos de las células DG44, se aspird el medio de cultivo, se hizo un
lavado con 10 mL de PBS (phosphate buffered saline) para retirar los posibles restos de
suero, y se afiadieron 4 mL de tripsina-EDTA, que se dejaron unos 5 minutos a 37°C para
que las células se despeguen. Finalmente, se afiadi6 el medio de cultivo y se repartieron
las células segun fuera necesario. Se realizaron copias de seguridad en cada subcultivo.

Con el objetivo de adaptar las células a crecer en suspension en el medio Gibco™
CD DG44 (Invitrogen), que no tiene suero bovino fetal ni proteinas, se fue introduciendo
dicho medio de manera gradual, como muestra la Tabla 1 («Streamlined Serum-Free
Adaptation of CHO-DG44 Cells», 2019, p. 44). A partir del dia 25, se sometieron a

agitacion orbital (120 rpm) para que empezasen a crecer en suspension.
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Tabla 1: Protocolo de adaptacion de las células CHO DG44 al medio CD DG44.

Dia Suero bovino fetal Medio CD
0 10,00% 0%
4 10,00% 0%
8 5,00% 50%
12 5,00% 75%
15 2,50% 90%
18 1,25% 100%
22 1,00% 100%
25 0,75% 100%
29 0,30% 100%
32 0,15% 100%
36 0,00% 100%

4. Resultados y discusion

4.1.  Amplificacion, purificacion y linearizacion del plasmido

De los varios lotes de plasmido pcDNA3.1+/C-(K)-DYK amplificado, se obtuvieron
diferentes concentraciones, como se muestra en la Tabla 2. De cada lote se obtuvo un
volumen final de 1 mL, aproximadamente. Se hicieron diluciones previas a la

cuantificacion con el objetivo de evitar errores de medida.

Tabla 2: Resultados obtenidos en los 4 pases de amplificacién del vector COL11A1 OHu25477D
pcDNA3.1+/C-(K)-DYK

Lote Dilucion Absorbancia (a 260 nm) Concentracion (pg/mL)

1 1:20 0,029 29

2 1:50 0,079 197,5

3 1:50 0,032 80

4 1:50 0,124 310

5 1:50 0,020 50

6 1:50 0,102 250

7 1:50 0,090 225

Sin embargo, de esos cuatro lotes solo tres tenian el vector esperado, como se

comprob6 mediante electroforesis (Figuras 5, 6 y 7). En la Figura 5, solo se observan
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lineas en las calles C1 y D1, sin contar la del marcador, lo que indica que el ADN del

segundo lote o bien estaba degradado o no habia. La calle D1 presenta dos bandas, a pesar
de que solo hay un sitio de corte de Pvu I en el vector; este resultado puede deberse a que
el plasmido linearizado se enrolla sobre si mismo, adoptando dos conformaciones
preferentes (las mas favorables termodinamicamente) que poseen diferentes movilidades
electroforéticas, de manera que se observan dos bandas que, ademas, no se corresponden
con el tamafio esperado del plasmido (10 kb).

2000 pb
1500

1000
750

Fig. 5: Resultado de la electroforesis de los lotes 1 y 2. C1 es el plasmido sin digerir y D1 es el plasmido
digerido del lote 1. Mientras que C2 y D2 son los pldsmidos sin digerir y digerido, respectivamente, del
lote 2.

En la Figura 6, se observa que habia ADN en el tercer lote y que se digirid
correctamente; en este caso s& cargaron dos concentraciones diferentes de plasmido
digerido para evitar errores. Ademas, se volvio a cargar el plasmido del lote 2,

obteniéndose el mismo resultado que en el gel anterior.
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Fig. 6: Resultado de la electroforesis de los lotes 2 y 3. C3 es el plasmido sin digerir y D3 es el plasmido
digerido del lote 3, del que se afiadieron dos concentraciones diferentes. Mientras que C2 y D2 son los
plasmidos sin digerir y digeridos, respectivamente, del lote 2.

En vista de los resultados de la Figura 7, se puede concluir que habia ADN en el
lote 4 y que, ademas, se trataba del plasmido esperado.

6000 pb
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1500

1000

750

500

250

Fig. 7: Resultado de la electroforesis del lote 4. C4 es el plasmido sin digerir y D4 es el plasmido
digerido, del que se analizaron tres concentraciones diferentes.
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Como todos los lotes de plasmido fueron extraidos de la misma colonia de bacterias,
a partir del lote 4 se consider6 que no era necesario hacer mas comprobaciones por

electroforesis.

4.2.  Minima dosis letal de geneticina para las células CHO-S

Se comprobd la letalidad a los 5 (en algunos casos) y 7 dias de afiadir el farmaco, los

resultados se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3: Porcentaje de células muertas sobre el total de células CHO-S (letalidad) con diferentes
concentraciones de antibidtico a los 5y 7 dias.

Concentracion geneticina (ug/mL) Letalidad 5 dias Letalidad 7 dias
300 48% 100%
400 - 100%
500 73% 100%
600 - 100%
1000 100% 100%
2000 100% 100%

En vista de estas observaciones y de acuerdo con los datos consultados, se decidio
aplicar una concentracion inicial de 500 pg/mL de geneticina para proceder a una primera
seleccion de transformantes derivados de la exposicion al  plasmido
COL11A1_OHu25477D_pcDNA3.1+/C-(K)-DYK.

4.3.  Transfeccion con plasmido circular en células CHO-S

Este TFG fue inicialmente planificado persiguiendo la expresion estable en
células CHO DG44 dhfr-, adaptadas a crecer en medios quimicamente definidos y en
suspension, por medio de la utilizacion de plasmidos integrativos portadores de la marca
de seleccién DHFR y con la posibilidad de amplificacion de los mismos al integrarse
varias copias por genoma.

En aflos pasados, estas células estaban libremente disponibles, pero
recientemente, dada su significacion biotecnoldgica, hubieran tenido que ser adquiridas a
un precio que excedia notablemente nuestro presupuesto inicial.

Alternativamente y de manera exploratoria, se ha recurrido a células CHO-S, més
asequibles y que estdn también adaptadas a crecer en suspension, en medios

quimicamente definidos, a la vez que a partir de formas adherentes de células CHO DG44
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dhfr- cultivadas en medios convencionales, se ha perseguido su adaptacion a un medio
quimicamente definido (el medio CD DG44 de ThermoFisher Scientific) y a cultivos en

suspension.

4.3.1. Viabilidad celular

Se realizaron dos intentos de transformacion de las células CHO-S con el plasmido
circular:

e 1% intento

Los resultados de la viabilidad celular antes y después de la transfeccion se muestran
en la Tabla 4.

Tabla 4: Evolucién con el tiempo de la viabilidad de las células CHO-S transformadas. La geneticina se
afiadio6 a los dos dias de la transfeccién.

Tiempo Viabilidad
Antes de la transfeccion 97,4%
48h tras la transfeccion (sin geneticina) 90,1%
5 dias con geneticina 49,7%
7 dias con geneticina 0%

En vista de los resultados obtenidos, se puede deducir que, en esta ocasion, no se
consiguieron transfectantes estables, pues no sobrevivieron a la exposicion a 500 pg/mL
de geneticina.

e 2%intento

En este segundo intento se optd por no afiadir geneticina y se analizaron los resultados
7 dias después de la transformacion, y se afiadio geneticina tras esos 7 dias. En la tabla 5

se muestra la viabilidad celular.

Tabla 5: Evolucién con el tiempo de la viabilidad de las células CHO-S transformadas.

Tiempo Viabilidad
Antes de la transfeccion 97,2%
5 dias tras la transfeccion 64,5%
7 dias tras la transfeccion 20,4%

12 dias tras la transfeccion (5 dias con o
0
geneticina)
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La transfeccion provocé una gran disminucion de la viabilidad, a pesar de no haber
afladido geneticina, aunque la muerte celular también pudo deberse a que no se cambio
el medio de cultivo durante 7 dias, de manera que las células pudieron quedarse sin
algunos nutrientes.

Tras afiadir geneticina, todas las células murieron, lo que indica que no se expreso el

gen de resistencia o se hizo de forma transitoria, es decir; la transfeccion no fue efectiva.

4.3.2. Andlisis mediante SDS-PAGE y western blot

e 1% intento

En este intento solo se analizé el medio de cultivo, ya que la proteina deberia ser
excretada al medio extracelular.

Tras concentracion de los sobrenadantes de los medios de cultivo, la concentracion
final de proteina en el medio de las células transfectadas fue tres veces mayor que el de
las células control, por lo que fue necesario diluirlo para igualar ambas concentraciones.

En SDS-PAGE, se cargaron aproximadamente 1,2 ug de proteina en cada calle.

Las Figuras 8 y 9 muestran los resultados de los analisis mediante SDS-PAGE y
Western blot.

kDa

250

130

100

75

10

ekl _A:’

Fig. 8: Resultado del SDS-PAGE tras latincion del gel con azul de Coomassie. Se carg6 dos veces cada
muestra. “C” corresponde con el control, es decir el sobrenadante de células sin transfectar, mientras que
“T” es el sobrenandante de las células transformadas. En el recuadro se sefiala la regién del gel
correspondiente a 180 kDa aproximadamente.
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Fig. 9: Resultado del Western blot con el anticuerpo THE™ DYKDDDDK Tag Antibody [HRP]. Se
cargo6 dos veces cada muestra. “C” corresponde con el control, es decir el medio de cultivo de células sin
transfectar, mientras que “T” es el medio de las células transformadas. En el recuadro se sefiala la region

del gel correspondiente a 180 kDa aproximadamente.

Ni en el gel (Figura 8) ni en la membrana (Figura 9) se observan bandas en las calles
con la muestra control, lo que indica que el medio de cultivo de las células sin transfectar
es muy pobre en proteinas o se cargé muy poca cantidad. Sin embargo, en la otra muestra
se observan muchas bandas en ambas figuras; esto es debido a que practicamente el total
de las células transfectadas estaban muertas cuando se recogio el medio, por lo que éste
contenia muchas proteinas intracelulares provenientes de células que se lisaron tras morir.

La presencia de maltiples bandas en el western blot puede indicar que el anticuerpo,
en exceso, se unio de forma inespecifica a multiples proteinas. Pero existe una banda bien
definida en la region de 180 kDa que se observa en la membrana, y no el gel; esto puede
deberse a que habia poca cantidad de esa proteina (de manera que no se ve con la tincién)
pero se unieron muchos anticuerpos a ella, lo que sugiere que podria ser la proteina de
interés, la cadena a1 del procolageno XI humano, que tiene una masa molecular estimada
de 181065 Da (180 kDa) que coincide con la zona del gel donde se ve esa banda.

Si estas conclusiones son ciertas, las células CHO-S pudieron expresar el procolageno
Xlo1 humano recombinante de forma transitoria. Para conseguir la expresion estable, se

realiz6 un segundo intento de transformacion con el plasmido linearizado.

e 2%intento
En este segundo intento, ademas de analizar el medio de cultivo de las células, se
analizo el lisado celular mediante SDS-PAGE (por duplicado) y western blot, para

comprobar si se pudiera haber producido la proteina de forma intracelular.
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Fig. 10: Resultado del SDS-PAGE tras la tincion del gel con azul de Coomassie. Se cargd dos veces cada
muestra. “C” corresponde con el control, es decir el lisado de células sin transfectar, mientras que “T” es
el lisado de las células transformadas. En el recuadro se sefiala la region del gel correspondiente a 180
kDa aproximadamente.

Como muestra la Figura 10, no se observan diferencias en el patron de bandas entre
el lisado de células control y el lisado de células transfectadas. En el area del gel
correspondiente a 180 kDa, se puede ver una ligera banda, pero esta presente en ambas
muestras (mas claramente en el control), de manera que se trata de alguna proteina
intracelular propia de las CHO-S. Este resultado apunta a que el coldgeno XIal no se
produjo de forma intracelular.

Se repitio el SDS-PAGE con las muestras del lisado celular y del medio de cultivo
celular concentrado, para asegurar los resultados y comprobar si las células pudieron

producir la proteina y secretarla al medio.
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Fig. 11: Resultado del SDS-PAGE tras la tincion del gel con azul de Coomassie. Las tres calles de la
izquierda (sin contar el marcador), fueron cargadas con las muestras del medio de cultivo concentrado;
“C” es la calle con la muestra de medio de cultivo de células CHO-S sin transformar, mientras que “T”

corresponde al medio de las células transformadas. Se cargd la muestra dos veces poniendo 7,5 ug (T1) y
5,4 ug de proteina (T2). Las dos calles de la derecha fueron cargadas con las muestras del lisado celular;
“C” corresponde al control, es decir el lisado de células sin transfectar, mientras que “T” es el lisado de

las células transformadas. En el recuadro se sefiala la region del gel correspondiente a 180 kDa
aproximadamente.

En la Figura 11, se confirman los resultados previamente obtenidos con el lisado
celular; no se ven diferencias en el patron de bandas entre el lisado de las células CHO-S
normales y las transformadas. Respecto al medio de cultivo, tampoco se ven bandas
diferentes; las células transformadas parecen tener mayor cantidad de proteina en el
medio de cultivo, seguramente debido al alto porcentaje de muerte celular.
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Fig. 12: Resultado del Western blot con el anticuerpo THE™ DYKDDDDK Tag Antibody [HRP]. Las
tres calles de la izquierda (sin contar el marcador), fueron cargadas con las muestras del medio de cultivo
concentrado; “C” es la calle con la muestra de medio de cultivo de células CHO-S sin transformar,
mientras que “T” corresponde al medio de las células transformadas. Se cargd la muestra dos veces
poniendo 7,5 ug (T1) y 5,4 pg de proteina (T2). Las dos calles de la derecha fueron cargadas con las
muestras del lisado celular; “C” corresponde al control, es decir el lisado de células sin transfectar,
mientras que “T” es el lisado de las células transformadas. En el recuadro se sefiala la region del gel
correspondiente a 180 kDa aproximadamente.

Los resultados del Western blot se muestran en la Figura 12. En las tres calles
con muestras de medio de cultivo se observan patrones de bandas similares; se puede ver
una banda en la regién de 180 kDa, pero aparece tanto en el control como en las células
CHO-S transfectadas.

En las dos calles con muestras del lisado celular podemos observar también esa banda
de 180 kDa, que se ve mas claramente en la muestra control.

Todo esto indica que las células CHO-S presentan unas proteinas intracelulares y
extracelulares que tienen un tamafio similar al de nuestra proteina de interés y que generan
una unién inespecifica con el anticuerpo THE™ DYKDDDDK Tag Antibody. No hay

indicios claros de que se haya producido el procolageno XIal humano.
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4.4.  Transfeccion con plasmido linearizado en células CHO-S

4.4.1. Viabilidad celular
Los resultados de la viabilidad celular antes y después de la transfeccion se muestran
en la Tabla 6.

Tabla 6: Evolucién con el tiempo de la viabilidad de las células CHO-S transformadas con el plasmido
lineal.

Tiempo Viabilidad
Antes de la transfeccion 88,5%
48h tras la transfeccion (sin geneticina) 60,6%
5 dias con geneticina <1%
7 dias con geneticina 0%

De nuevo los resultados apuntan a que no hubo transfeccion estable, ya que las
células no sobrevivieron a la geneticina.

4.5. Adaptacion de las células CHO DG44

Las células CHO DG44, inicialmente cultivadas en un medio convencional con 10%
de suero bovino fetal, fueron adaptandose a un medio quimicamente definido sin suero.
Se siguio un método de adaptacion progresiva al medio definido sin suero y al cultivo en
suspension (como se mostro en la Tabla 1), pero las células no sobrevivieron a partir del
dia 25 (0,75% FBS y 100% medio CD) al ponerlas en agitacion. De manera que se opto
por cultivarlas de forma adherente hasta conseguir la adaptacion al 0% de suero, que se

logro sin ningun inconveniente.

5. Conclusiones
1. Lascélulas CHO DG44 dnhfr-, inicialmente adherentes y cultivadas en un medio
convencional con 10% de suero bovino fetal, han sido llevadas progresivamente
hacia un medio quimicamente definido sin suero, pero no se han adaptado aun
a cultivo en suspension.
2. Tras varios intentos de transformacion, no se ha conseguido la expresion

recombinante fiable del procolageno XIal humano en células CHO-S.
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