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RESUMEN

Se aplicaron diferentes métodos analiticos al control
del proceso de purificacion del Factor de Crecimiento
Epidérmico humano recombinante (r-hEGF). El
radioinmunoensayo en fase liquida con anticuerpos
policlonales permitié con sensibilidad de 0,5 ng/ml
cuantificar la proteina durante el proceso de
produccion. Se demostrd la factibilidad del uso de
anticuerpos monoclonales en sistemas en solucién y
en fase sélida para la sustitucion de los anticuerpos
policlonales. La separacién con interaccién
hidrofébica permitié la caracterizacion
cromatogréfica del r-hEGF evidenciando dos especies
moleculares. Se estudid el comportamiento
electroforético y se establecieron las condiciones
Gptimas para aplicar los sistemas electroforéticos en
geles de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio
(SDS-PAGE) como criterio de pureza del producto
final.

ABSTRACT

Several analytical methods were applied to control
the purification process of recombinant human
Epidermal Growth Factor (r-hEGF). A liquid phase
system of Radioimmunoassay (RIA) using polyclonal
antibodics allowed us, specifically and with a
sensitivity of 0.5 ng/ml, to quantify the protein during
the production process. The feasibility of using
monoclonal antibodies was proven in liquid and solid
systems of RIA, as a substitute for polyclonal
antibodics. Hydrophobic interaction high
performance liquid chromatography allowed the

chromatographic characterization of r-hEGF,
showing two molecular species. The r-hEGF was
electrophoretically studied and characterized, thus
setting the optimal conditions for the application of
SDS-polyacrylamide gel electrophoresis as a purity
criterium of the final product.

INTRODUCCION

El Factor de Crecimiento Epidérmico
(EGF) es un polipéptido de cardcter
acidico constituido por una simple cadena
de 53 aminodcidos y tiene un peso
molecular promedio de 6 050 dalton. Esta
proteina fue aislada inicialmente de las
glandulas submaxilares de ratéon macho
adulto (Cohen, 1962). Contiene seis
residuos de cisteina que forman tres
puentes disulfuro, los cuales confieren una
cstructura muy estable a la molécula
(Savage et al., 1972). Es un estimulante del
crecimiento epidérmico y de la
queratinizacién, asi como un potente agente
mitogénico, lo cual ha sido demostrado
tanto en ensayos in vivo como in vitro en
diferentes especies.

El EGF también se ha encontrado en el
hombre, en fluidos corporales como la
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orina, ¢l calostro, el suero, la saliva y el
liquido amnidtico (Starkey y Orth, 1977).
Se ha demostrado su efectividad en el
tratamiento de quemaduras, cicatrizacién y
otras lesiones degenerativas de la piel
(Barroso, et al., 1989). Estas aplicaciones se
han posibilitado con la utilizacion de la
técnica del ADN-recombinante. Varios
grupos han insertado el gen del h-EGF en
vectores de expresidon y lo han clonado en
microorganismos transformados (Sumi
et al., 1985; George-Nascimento et al., 1988;
Brake et al., 1984; Cinza et al., 1989).

La deteccién del EGF de fuentes
naturales y el control de los procesos de
produccién de la proteina obtenida por via
recombinante, se ha realizado mediante
radioinmunoensayos, ensayos de union a
receptores ¢ inmunoensayos enzimaticos.
Se ha utilizado la electroforesis en geles de
poliacrilamida con SDS como criterio de
pureza.

En el presente trabajo se aplicaron y se
optimizaron diferentes técnicas al control
del proceso de produccién del r-hEGF
como radioinmunoensayo, utilizando
anticuerpos policlonales y monoclonales, la
cromatografia de interacciones hidro-
fébicas de alta resolucién (IH-HPLC) y la
clectroforesis en geles de poliacrilamida
con SDS.

MATERIALES Y METODOS

Factor de Crecimiento Epidérmico

El Factor de Crecimiento Epidérmico humano
recombinante fue purificado por cromatografia de
intercambio iénico y de exclusién molecular segin
Cinza et al. (1989).

Preparacién de anticuerpos

El anticuerpo policlonal anti r-hEGF en conejo se
obtuvo utilizando el protocolo de inmunizacioén de
Byyny et al., (1972). El anticuerpo monoclonal CB
EGF 1 (Freyre et al., 1988) fue suministrado por la

Agrupacion de Hibridomas y Modelos Animales del
Centro de Ingenierfa Genética y Biotecnologia.

Radioiodaciéon

El r-hEGF fue marcado con {Amersham)
utilizando el método de la cloramina-T (Hunter y
Greenwood, 1962).
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Procedimiento del Radioinmunoensayo
en fase liquida

Se utilizaron tubos de poliestireno de 2 ml LP-3
que contenfan 100 ul del anticuerpo especifico
policlonal (anti-EGF en conejo) o monoclonal (CB
EGF1) en una dilucién apropiada para obtener
alrededor del 50% del conteo total, 20 ul de los
patrones de concentracién 0.5, 1, 2. 5, 10, 20 y 50 ng/ml
de rh-EGF (o de las muestras desconocidas que se
desea evaluar) y 20 ul de r-hEGF(I'®) diluido de
forma que el conteo total sea alrededor de 100 000
cpm completado a 200 ul con tampén RIA (37 mM
de fosfato de sodio, 0,01% de azida sddica, 0,15 M de
NaCl y 0,5% de seroalbumina bovina). Se incubd
durante 24 horas a temperatura ambiente.

En la separacion de las fracciones de EGF libre y
EGF unido al anticuerpo, se utilizé la precipitacién
con segundo anticuerpo, afladiendo 100 ul de una
solucién apropiada de este anticuerpo y 100 ul de
suero total no inmune. Se incubdé 4 horas a
temperatura ambiente, al término de este tiempo se
detuvo el ensayo con un lavado de 1 ml de tampdn
fosfato frio. Se precipit6 centrifugando 15 minutos a
10 000 rpm, se decanté el sobrenadante, se secaron
los tubos y se efectud el conteo de la radioactividad
en un contador CLINIGAMMA (LKB).

Procedimiento del Radioinmunoensayo
en fase sélida

Se utilizaron microplacas de cloruro de polivinilo
(PVC, Flow Laboratories) recubiertas con 200 ul de
una solucién de CB-EGF1 de 10 mg/ml en tampon
carbonato-bicarbonato de sodio 0,1 M pH 9,6 y se
incubé 3 horas a 37°C. Transcurrido este tiempo se
desecha el contenido y se lava una vez con una
solucién de Tween-20 al 0,05 % en agua.

El ensayo de competencia consiste en aplicar 100
ml de las siguientes concentraciones de una curva
patrén: 2, 5, 10, 20, 50, 100, 200, 500 y 1 000 ng/ml o
de las muestras de concentracién desconocida
apropiadamente diluidas en tampén RIA y 100 u1 de
una dilucién apropiada del EGF-I' que garanticen
un conteo entre 50 000 y 100 000 cpm. Se incuba 3
horas a 37°C. Al cabo de cste tiempo se elimina el
contenido de los pozos y se lava entre cinco y siete
veces con la solucién de Tween-20. Los pocillos
se cortan y se colocan en viales apropiados para
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el conteo de la radioactividad. El procesamiento de
los resultados se realiza igual que para el RIA en fase
liquida.

Ambos radioinmunoensayos requieren de los
controles siguientes:
RT: Radioactividad total. Se cuenta la radioctividad
de la dilucién de EGF-1'% que se aplica en el ensayo.
Bo: Unién total. En pocillos recubiertos se aplica
solamente la solucién de EGF-1'%
NSB: Unién no especifica. Compiten por los sitios
de uni6n del anticuerpo la solucién de EGF-1'? y un
exceso de EGF no yodado. El valor de este control
se le sustrae a todas las determinaciones.

Separacion cromatografica de
interacciones hidrofdbicas

Se aplicaron 200 ug del r-hEGF puro disuelto con
(NH4)2804 1,8 M en tampén fosfato pH 7 a una
columna TSK Butilo (7,5 mm x 7.5 cm, Merck). Se
eluyé con un gradiente lineal de 80 minutos desde 0
hasta 100 % de etilenglicol al 20 % en tampén fosfato
pH 7.

Electroforesis en geles de poliacrilamida
con SDS

Las electroforesis del r-hEGF se realizaron
siguiendo los procedimientos descritos por Laemmli
(1970) y Schagger y Von Jagow (1987). Este dltimo
con algunas modificaciones en el tratamiento de las
muestras.

RESULTADOS Y DISCUSION

Empleo de la técnica de
Radioinmunoensayo en el control
de la produccion del r-hEGF

RIA liquido con anticuerpos policlonales
(anti r-hEGF en conejo)

La figura 1 muestra una curva de
desplazamiento, utilizando la transfor-
macién LOGIT de los datos (Ekins, 1974).
El porcentaje de unién de la proteina
yodada fue 55%. EI coeficiente de
correlacién fue de 0,99898 y se alcanzd una
alta sensibilidad, detectindose valores de
hasta 0,5 ng/ml. Estos pardmetros
indicadores ofrecen una medida del
funcionamiento de este sistema de RIA en
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fase liquida, lo cual permite su uso en el
control del proceso de purificacion del
r-hEGF. En la tabla 1 se presenta el
control de calidad del ensayo, tomando
como criterio el coeficiente de variacion
intra ¢ interensayo de una muestra de
concentraciéon conocida, evaluada durante
sucesivos ensayos. De forma general, el
comportamiento de los coeficientes de
variaciébn para una y otra muestra estén
dentro de los limites establecidos (figura 1
y tabla 1).

La introduccién del RIA utilizando
anticuerpos policlonales permiti6 evaluar ¢l
proceso y obtener valores confiables de la
proteina en las diferentes etapas de la
purificacion (tabla 2).

El radioinmunoensayo fue validado
contra los diferentes tampones empleados
en el proceso, contra los componentes del
medio de cultivo y contra las proteinas de
la cepa productora, no observiandose
interferencia en la cuantificacion.

RIA usando anticuerpos monoclonales

Con el objetivo de lograr mayor
especificidad y el uso de una fuente estable
de anticuerpos, s¢ estudié el uso del
anticuerpo monoclonal CB-EGF1. Como
sistema precipitante fue utilizado el método
del segundo anticuerpo. Los resultados
obtenidos no fueron similares a los del RIA
con anticucrpos policlonales; las cantidades
de anticuerpo monoclonal resultaban
considerablemente altas para lograr
uniones totales cercanas al 50 %; la
sensibilidad del ensayo se vio afectada y el
tiempo del ensayo resultaba ser el mismo,
no obstante se demostro la utilizacién de los
anticuerpos monoclonales en sistemas en
solucién, los cuales también han sido
ensayados en sistemas de RIA en fase solida
sobre soportes de poliestireno con éxito por
¢l Grupo de Hibridomas del Centro de
Ingenieria Genética y Biotecnologia (Freyre
et al., 1988).
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FIG. 1. Curva patrén del RIA en fase liquida con anticuerpos policlonales. El procesamiento de los datos se
realizd con la transformacién LOGIT.

Tabla 1
PRECISION DEL RIA EVALUADA POR MEDIO DEL COEFICIENTE DE VARIACION (C.V.) INTRA E
INTERENSAYO
Intraensayo (n—3) . =k Interensayo (n-9)
Muestra
Conc, CV (%) Conc. Cy {%)_:
Control 10.37 371 10.16 7.94

Tabla 2
CONTROL DEL PROCESO DE PURIFICACION DEL r-hEGF UTILIZANDO EL RIA

Volumen Actl 'da__d.(.R.lA) Actividad total Recup.
Paso
ml mgEGF )y
Crudo 40000 0,021 sl B840 -
Int. Cat. 4000 812 72,8
Int. Anion. 2000 440
P.F. 100 305 0 305 38,3
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Este sistema en fase sélida ha sido
llevado por nuestro grupo a placas de
cloruro de polivinilo (PVC) para la
cuantificaci6n; los resultados han sido
buenos. La sensibilidad del ensayo es
menor (el limite de deteccién no supera 2
ng/ml), pero ha constituido un ahorro
considerable de reactivos y tiempo (el
tiempo del ensayo es de 6 horas y se ahorra
por concepto de utilizacién de antisueros),
asimismo la manipulacién se hace mas facil.

En la figura 2 se muestra una
comparacién de ambos métodos en la
evaluacién de muestras de diferentes pasos
del proceso de producciéon (evaluadas por
el RIA en fase liquida con anticuerpos
policlonales y por el RIA en fase solida con
anticuerpos monoclonales). En ninguno de
los casos la variabilidad excedi6 un 15 %.
En estos momentos estd establecido
completamente el uso del sistema en fase
s6lida con anticuerpos monoclonales en ¢l
control del proceso productivo.

Empleo de la cromatografia y la
electroforesis como control de
pureza del producto final

Cromatografia de alta resolucién en
columna de interacciones hidrofdbicas

En la figura 3 se presenta un
cromatograma correspondiente a una
corrida del r-hEGF puro en una columna
TSK-butilo. Los picos representan dos
especies moleculares del EGF que por
andlisis de la estructura se ha demostrado
que son ¢l EGF (1-52) y el EGF (1-51)
(picos A y B, respectivamente). Ambos
picos corresponden a una sola banda en la
clectroforesis (figura 4). Cinza et al.,
(1989) han reportado la aparicion de estas
especies y la relacion entre ellas, asi como
la presencia de las formas oxidadas
(met.-21) como dependientes del tiempd de
la fermentacién (figura 4)
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FIG. 2. Comparacién de dos variantes de RIA aplicadas al control de] proceso de purificacién: RIA en fase
liquida con anticuerpos policlonales; RIA en fase sélida con anticuerpos monoclonales.

La variabilidad no excedié en ningin caso ¢l 15 %.

192



o

\*"\
;-1

@

FIG. 3. Perfil cromatogréfico en columna de interaccién hidrofébica TSK-butilo (HPLC).
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FIG. 4. Electroforesis en gel de poliacrilamida del ~hEGF con SDS. Las bandas 2, 3, 5 y 6 corresponden al

producto final de diferentes lotes de produccién de la proteina. Las bandas 1,4y 7 corresponden a marcadores
de peso molecular.
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Estas variaciones de la molécula no
tienen efecto alguno sobre su actividad
biol6gica, lo cual se ha demostrado ¢n
ensayos in vivo ¢ in vitro (apertura precoz
del parpado en ratones recién nacidos y
andlisis de radiorreceptores, respec-
tivamente). Su actividad y efectividad han
sido igualmente demostradas por medio de
su aplicacién préctica en el tratamiento de
diferentes lesiones de la piel, con
magnificos resultados (Barroso et al., 1989).

Electroforesis del r-hEGF en geles de
poliacrilamida con SDS

En la electroforesis del r-hEGF se
realizaron estudios preliminares utilizando
modificaciones del sistema de Laemmli, que
consistieron fundamentalmente en
aumentar el porcentaje de acrilamida y el
entrecruzamiento de los geles. En la
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mayoria de los casos se obtuvieron
resultados similares que no fueron
satisfactorios, ya que no se lograba un buen
patrén de bandas de la proteina.
Siguiendo el protocolo propuesto por
Schagger, que se basa en los sistemas
Laemmli, se estudi6 el comportamiento
electroforético del r-hEGF. Este proponia
utilizar 2% de mercaptoetanol en el tampén
de tratamiento de las muestras y calentar
durante 30 minutos a 40°C. Se obtuvo un
patrén de bandas superior en relacién con
los ensayos anteriores. No obstante, se

analiz6 que con motivo de la rigidez
estructural del EGF, con tratamiento mds
drastico de las muestras para su total
reduccién, podria mejorarse considera-
blemente la apariciébn de la banda de la
proteina. En la figura 5 se muestran las
variantes ensayadas.

- 3000

| 23456789 10111213

FIG. 5. Estudio de diferentes variantes de tratamiento del r-hEGF previo a su aplicacién en la electroforesis.
Las bandas 1, 2, 3 y 4 corresponden a 20 % de 2-mercaptoetanol en el tampén de muestra, con calentamiento

durante 90, 60, 30 y 10 minutos, respectivamente.

Las bandas 7, 8, 9 y 10 corresponden a 10 % de

2-mercaptoetanol, con 90, 60, 30 y 10 minutos de tratamiento, respectivamente. Las bandas 11, 12 y 13
corresponden a 2 % de 2-mercaptoetanol con tratamiento de 60, 30 y 10 minutos, respectivamente . La Sy la

6 corresponden a marcadores de peso molecular.
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Utilizando 2 y 10 % de mercaptoetanol,
los resultados fueron similares,
obteniéndose las mejores condiciones entre
30 y 60 minutos de tratamiento de las
muestras; con liempos mayores y menores
hubo dispersién de las bandas. Utilizando
20 % de mercaptoetanol y menor tiempo
fue posible obtener resultados similares.
Estos resultados confirman que el EGF
requiere un tratamiento particular para su
aplicacion en electroforesis, que consiste en
condiciones més drdsticas para su
reduccién.

Para el control electroforético de los
lotes de EGF se decidi6 escoger condi-
ciones intermedias. Se selecciond 10 % de
mercaptoetanol y ebullicién durante 30
minutos. En la figura 4 se muestra la
electroforesis correspondiente a los
productos finales de varios lotes.
Influyeron considerablemente en estos
resultados:

— la reduccién eficiente de la molécula

en su tratamiento previo,

- el uso del Coomassie Blue G-50 como
indicador de corrida sustituyendo al
bromofenol azul, al cual pueden
adelantarse algunos péptidos de bajo
peso molecular,

- el empleo de la tricina como idn
portador en sustitucion de la glicina,

— la utilizacién de un gel espaciador.

Los tres tltimos factores permiten, segin
ha reportado Schagger et al., (1987) una
bucna resolucion de proteinas de bajo peso
molecular, ya que se logra una total
separacion de estas del exceso de SDS,
evitdndose la dispersion del patron de
bandas.

CONCLUSIONES

Se aplico al control del proceso de
purificacién del r-hEGF un RIA ¢n fase

liquida utilizando anticuerpos policlonales
(anti r-hEGF en conejo) con una
sensibilidad de 0,5 ng/ml y coeficientes de
variaci6n intraensayo € interensayo
inferiores al 5 y 10 %, respectivamente. El
mismo permiti6 la cuantificacién especifica
y la evaluaci6n de la eficiencia del proceso.

Se ensay6 el anticuerpo monoclonal
CB-EGF1 en el sistema de RIA en solucién
y en fase solida, resultando factible su uso
con vistas a la sustitucion de los anticuerpos
policlonales en el control del proceso, lo
que proporcionaria la utilizacién de una
fuente estable y reproducible de
anticuerpos.

En la caracterizacién de la pureza de los
productos finales se siguieron dos criterios
fundamentales: la cromatografia de HPLC
de interaccién hidrofébica y la
electroforesis en geles de poliacrilamida
con SDS. La cromatografia demostr6 la
presencia de dos especies moleculares de
r-hEGF biol6gicamente activas que en la
electroforesis representan una sola banda.

Se evidenci6 la necesidad de modificar
las condiciones del r-hEGF para su
visualizacién electroforética, que
consistieron fundamentalmente en un
tratamiento més dréstico de reduccién de la
molécula utilizando un mayor porcentaje de
2-mercaptoetanol (10%), temperatura mas
alta (100°C) y tiempo de tratamiento mas
prolongado (30 minutos).
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