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RESUMEN

Los procesos de amplificacién génica desempefian un papel importante en los mecanismos celulares de regulacién.
Para el estudio de la amplificacién y expresién del gen de la eritropoyetina humana (EPO), se seleccionaron
células de ovario de hamster chino (CHO) dhfr cotransfectadas con genes quiméricos para la expresién de la
EPO y la dihidrofolato reductasa (DHFR), y que fueron seleccionadas en presencia de concentraciones crecientes
de metotrexato. Los resultados evidenciaron una amplificacién génica de tres veces, acompanada por un aumento
en la expresion de la EPO hasta 33 pg/célula/dia. El amplicén, que contiene secuencias gendmicas del hospedero,
muestra rearreglos originados durante el proceso de integracién-amplificacién.
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ABSTRACT

Erythropoietin gene co-amplification in methotrexate-resistant Chinese hamster ovary dhfr cells. Gene
amplification plays an important role in cellular regulatory mechanisms. To study the amplification and expression
of the human erythropoietin (EPO) gene, Chinese hamster ovary (CHO) dhfr cells co-transfected with chimeric
genes for the expression of EPO and dihydrofolate reductase (DHFR) and selected in the presence of increasing
concentrations of methotrexate, were used. The results evidenced a three-fold gene amplification, accompanied
by an increase in EPO expression of up to 33 pg/cell/day. The amplicon, which contains host genomic sequences,
shows rearrangements originated during the integration-amplification process.
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Introduccién

La amplificacion de genes de mamiferos desempefia
un papel importante como mecanismo de regulacidn
génica. En procesos neoplésicos, la amplificacién génica
ha sido asociada con la sobreexpresién de diferentes
genes [1-6].

La amplificacién génica ha sido empleada para la
seleccion de clones altamente productores de protei-
nas recombinantes en células de mamiferos, como re-
sultado del aumento paulatino de las concentraciones
de agentes selectivos [7-13]. En células de ovario de
hamster chino (CHO), los genes amplificados como el
de la dihidrofolato reductasa (dhfr) se encuentran en
una o mds localizaciones cromosomales formando par-
te de amplicones que contienen grandes fragmentos
génicos del hospedero [14-16].

Los mecanismos que gobiernan la amplificacion
génica parecen involucrar procesos de recombinacion
y replicacién [2, 17]. Algunos autores proponen la for-
macidn, a partir de amplicones lineales, de circulos
replicativos extracromosomales como via para la am-
plificaci6n [18]. No obstante, aiin se desconoce mucho
sobre los procesos de amplificacién génica y la estruc-
tura de los amplicones. Su estudio es importante para
la comprensién del papel que éstos desempeiian en los
diferentes procesos celulares.

En este estudio se aborda la amplificacién del gen
de la eritropoyetina humana (EPO) cotransfectado con
el ADNc del gen dhfr murino en células CHO dhfr,
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seleccionadas mediante el empleo de concentraciones
crecientes de metotrexato (MTX).

Materiales y Métodos

Lineas celulares

Para la expresion del ADNc de la EPO [19] en células
de mamiferos, se cotransfectaron los plasmidios pKepo
y pSV2dhfr en proporcién 9:1 en la linea celular CHO
dhfr [20], mediante el procedimiento de precipitacién
de ADN con fosfato de calcio [16]. El plasmidio pKepo
contiene el ADNc de la EPO bajo el control del pro-
motor del virus SV40. El vector pSV2dhfr posee el gen
de la dihidrofolato reductasa murina bajo el control de
las secuencias reguladoras del SV40 [21].

Las células CHO dhfr fueron mantenidas en me-
dio completo (minimo esencial alfa con nucledsidos, sue-
ro fetal de ternero 10%, penicillina 100 U/mL, glutamina
2 mM y piruvato 2 mM a 37 °C en atmésfera de CO,
5%. Todos los componentes del medio fueron adquiri-
dos de Gibco BRL, Estados Unidos. En fase exponencial
de crecimiento, 7,5 x 10° células fueron tratadas con
tripsina y sembradas en placas de 60 mm (Nunc, Dina-
marca). Veinticuatro horas mas tarde estas células fue-
ron transfectadas y 48 h después, tratadas con tripsina.
La décima parte de la células transfectadas se sembré
en medio de selecciéon (minimo esencial alfa sin
nucledsidos, suplido con suero fetal de ternero dializado
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10%, penicillina 100U/mL, glutamina 2 mM y piruvato
2mM).

Las células escogidas por su capacidad de crecer
en medio de seleccion, fueron mezcladas y selecciona-
das paso a paso con concentraciones crecientes de MTX
(20nM; 80nM; 400nM; 1,6uM y 6,4uM). Para
incrementar las concentraciones de MTX, se verifico
si las células adoptaron su morfologia habitual y si el
tiempo de doblaje fue igual al de las células parentales.
Cada paso de la seleccion origind una mezcla de célu-
las con capacidad para crecer frente a dicha concentra-
cién de MTX. Este conjunto policlonal de células fue
identificado con el nombre de la mezcla inicial de célu-
las después de la seleccion en medio selectivo (DA/24),
seguido del valor de la concentracion de MTX a la cual
fue seleccionado.

Con la linea policlonal resistente a MTX 6,4uM
(DA/24 6.4), se practicéd el método de dilucién limitante
con el objetivo de aislar células independientes y esta-
blecer una linea de origen clonal (M29).

Andlisis de la expresién de la EPO

Para las cosechas, un millon de células fue sembrado
en frascos de 25 cm? (Nunc, Dinamarca) en SmL de
medio completo. Los sobrenadantes de las lineas celu-
lares DA/24, DA/24 6.4 y M29, fueron colectados 24 h
mas tarde y fueron ensayados con un sistema ELISA
comercial para determinar EPO en sangre humana
(Boehringer Mannheim, Alemania). A la vez, se hicie-
ron determinaciones de la actividad biologica in vivo a
través del ensayo en ratones hipoxicos [22], e in vitro
mediante el empleo del método descrito por Krystal en
1983 [19,23].

Para el analisis de los transcritos de la EPO en las
diferentes lineas celulares, se realizé un ensayo de
Northern blot segin se ha descrito previamente [24].
Se emple6 como sonda el ADNc de la EPO obtenido
mediante digestion EcoRI-HindllI del plasmidio pKepo,
marcado radiactivamente con **P segtin el procedimien-
to descrito por Feinberg y Vogetstein [25].

Andalisis del ADN gendémico

La extraccién del ADN gendmico se realizé mediante
el procedimiento descrito por Ross y Nelson [26]. Para
la determinacidn del nimero de copias del gen de la
EPO por genoma celular, se realizé un Southern blot
en el cual se aplicaron muestras de plasmidio pKepo
equivalentes a 1,50 y 100 copias del gen de la EPO
por genoma celular. Se normalizaron las sefiales me-
diante rehibridacion con una sonda de 3-actina de ra-
tén. En las digestiones con enzimas de restriccion
(New England Biolabs, Estados Unidos), se emplea-
ron 20 pg de ADN y se siguieron las recomendacio-
nes del fabricante. El analisis por Southern blot se
realizo seglin se ha descrito previamente [19]. En las
hibridaciones se usaron diferentes sondas. Para la de-
teccion del gen de la EPO se uso su ADNc, mientras
que para la deteccion del gen de resistencia a
ampicillina (amp) se utiliz6 un fragmento de 364 pb de
este gen, obtenido mediante digestion Scal-Bgil del
plasmidio pUC19. En todos los casos el marcaje
radiactivo se realizo segun lo descrito anteriormente
para el Northern blot. Los lavados finales se realiza-
ron con fosfato de sodio 40mM, SDS 1%, pH 7,2,
durante 30 min a 65°C.
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Resultados y Discusion

Expresién del gen de la EPO
en células CHO dhfr

Después de la cotransfeccion de los plasmidios
pKepo y pSV2dhfr en proporcién 9:1 en la linea
celular CHO dhfr, se obtuvieron 46 clones, lo que
representa una frecuencia de transfeccién de 6,4x10°.
Este valor de frecuencia es similar al obtenido por
otros autores [7,8,13].

A medida que se seleccionaban células resistentes a
concentraciones crecientes de MTX, la produccién de
EPO aumentaba hasta que alcanzé el valor de
33 pg/célula/dia (Tabla). En el clon M29 la expresion
resultd ser de 25+ Spg/célula/dia. El hecho de que el
clon M29 tuvo niveles de EPO menores que la linea
DA/24 6.4, responde a que el primero es una pobla-
cion clonal obtenida de la mezcla heterogénea que com-
pone la linea DA/24 6.4, donde hay poblaciones
celulares con diferentes niveles de expresion. La EPO
secretada al medio de cultivo poseia una actividad bio-
logica de 100000 = 7 000U/mg (N = 3) in vitro y
mayor de 120000U/mg in vivo.

Integracién y amplificacién génica

Para el analisis de la integracion y amplificacion génicas,
se escogieron las lineas celulares DA/24, DA/24 6.4y
M29, seleccionadas en 0, 6,4 y 6,4 uM (clonal) de
MTX, respectivamente. Estas lineas contenian 20, 40
y 60 copias del gen quimérico de la EPO por genoma
celular, lo que evidencid una amplificacion génica de
tres veces (Figura 1). Esta amplificacion génica se reflejo
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también en un aumento de la sintesis de EPO por estas
lineas celulares (Tabla). Aunque la amplificaci6n obte-
nida fue relativamente baja, permitié la seleccién de
clones estables con alta produccién de EPO. El clon
M29 fue mantenido durante més de 90 generaciones en
ausencia de MTX con los mismos niveles de EPO (en
condiciones de produccién en frascos de rotacién, dife-
rentes a las ensayadas en el laboratorio, los niveles
mantienen en 11 + 2 pg/célula/dia; N = 10). La conti-
nuacién del proceso de seleccién en MTX pudiera per-
mitir la identificacién de clones con una mayor
amplificacién, pero se pudiera correr el riesgo de que
éstos fueran inestables una vez retirado el agente selec-
tivo del medio de cultivo. Amplificaciones similares
han sido reportadas por otros autores [7, 8, 12, 13, 27].

El anélisis por Southern blot del ADN de la linea
celular M29, indic6 que el fragmento integrado en el
genoma del hospedero habia perdido la regién co-
rrespondiente al gen de resistencia a la ampicillina
(Figura 2). Este resultado sugiere que la formacién
de concatdmeros cabeza—cola en el fragmento inte-
grado ocurri6 a través de un proceso de recombinacién
homéloga en la regi6n que incluye al gen amp (Figu-
ra 3). Otros autores también han reportado la pérdida
de secuencias de origen procariota durante el proceso
de integracién—amplificacién [7, 16).

Segiin se observa en la Figura 4, parece que hubo
un solo sitio de integraci6n del gen quimérico de la EPO
en el genoma celular. Si hubo més de un sitio de inte-
gracién, s6lo uno de ellos fue coamplificado durante el
proceso de seleccién. Sin embargo, después del proce-
so de seleccién, el amplicén contenia, ademds, un frag-
mento que comprende parte del promotor del virus SV40
y el ADNc de 1a EPO (Figuras 3 y 4). Este rearreglo
debi6 originarse después de la integracién durante el
proceso de amplificacién y puede ser funcional o no a
nivel transcripcional. El anélisis por Northern blot de
los transcritos de la EPO (Figura 5) evidencia la exis-
tencia de dos transcritos: uno de aproximadamente
3,0 kb, y otro de menor talla (= 1,0 kb) que podria co-
rresponder al producto de transcripcién del fragmento
rearreglado.

HII alll] RI Pl
M29 P

Mm29 p M29P M29P

Figura 2. Andlisis por Southern blot de la regién emp en el
amplicén. En los tratamientos con enzimas de restriccién se
emplearon 20 jig de ADN cromosomal del clon M29 y 1 ng del
plasmidio pKepo (P). Para las hibridaciones se empleé como
sonda un fragmento de 364 pb del gen amp, obtenido mediante
digestién Scal-Bgll del plasmidio pUC19. HII, Hincll; Hill,
Hindlll; Ri, EcoRlI; PI, Pstl.
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ADN CHO SV40 ADNCEPO  pBR322

TK-neo amp ADN CHO
Recombinacién
B Amplificacién
Hil Hil Hil
RIPI R HIL  HIfPI
0,6 0.6
1,0 ip
1,2
|04 |

Figura 3. Génesis y estructura del amplicén. (A) Después de una integracién simple del plasmidio pKepo
transfectado, parece haber ocurrido una recombinacién homéloga en la regién amp. (B) De esta forma, se
origina la estructura cabeza—cola del amplicén, que se rearregla posteriormente con independencia o no del
gen de la DHFR murina. Se indican, en kpb, las tallas de los fragmentos originados con las digestiones con las
enzimas Hincll (HII), Hindlll (HIll), EcoRI (RI) y Pstl (P1). TK, promotor del gen de la timidina quinasa del virus

herpes simple; neo, gen de resistencia a neomicina.

HIl HiII Rl PI RI Pl PI Pl
HIl  HII HIE HI

Figura 4. Andlisis por Southern blot del amplicén que con-
tiene el gen de la EPO. En los tratamientos con enzimas de
restricciéon se emplearon 20 ig de ADN cromosomal del
clon M29. Para las hibridaciones se empleé como sonda el
ADNc de la EPO obtenido por digestion EcoRl-Hindlil del
plasmidio pKepo. HII, Hincll; Hill, Hindlll; RI, EcoRl; Pi, Pstl.

M29 CHO
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Figura 5. Anélisis por Northern blot
de lo expresién del gen dé la EPO.
Se emplearon 10 pg de ARN total
del clon M29 y de células CHO dhfr
(control negative), y se realizé la
hibridacién con la sonda de EFO
descrita en la Figura 3.
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Para la construccion de estas lineas celulares, el
gen quimérico que contiene el ADNc de la DHFR
murina fue cotransfectado con'el plasmidio pKepo.
Por consiguiente, aunque el gen dhfr forme parte
del amplicon, se encuentra integrado en un sitio dife-
rente, separado del gen de la EPO por secuencias
del hospedero que estarian atrapadas en el amplicon
(Figura 3B). Sin embargo, como se ha evidenciado
en otros casos [16], puede existir un segundo
amplicon que contenga solamente el gen quimérico
de la DHFR y que sea el responsable de la existen-
cia de clones con gran resistencia a MTX y con ba-
jos niveles de EPO. Este tltimo mecanismo pudiera
explicar también la presencia de 20 copias por
genoma del gen de la EPO en la linea celular DA/24,
transfectada antes de la selecciéon con MTX (Figu-
ral y Tabla).

Los rearreglos durante el proceso de integracion—
amplificacion reportados en este trabajo, parecen ser
frecuentes en la obtencion de lineas celulares de ma-
miferos con altos niveles de expresion de proteinas re-
combinantes y en otros procesos celulares [2,7,16,28].

Aunque este trabajo no pretende abordar los meca-
nismos que gobiernan el proceso de amplificacion génica
en células de mamiferos, los resultados obtenidos apo-
yan el modelo de amplificacion de circulos extracro-
mosomales formados a partir de amplicones lineales
[18]. Este modelo al menos permite explicar por qué la

Recibido en diciembre de 1998. Aprobado
en junio de 1999.
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gran mayoria de las copias del gen quimérico de la EPO
contenidas en el amplicon carece de la region amp.
Ademas, la ausencia de fragmentos de alto peso
molecular (mayores de 6 kbp) después de la digestion
con Hincll o Hindlll (Figura 4), puede explicarse por
diferencia en el nimero de copias existente entre los
fragmentos detectados en el Southern blot (amplifica-
dos) y los extremos del inserto que se encuentran pre-
sente en una o pocas copias. Este resultado también es
congruente con el mecanismo de amplificacién de cir-
culos extracromosomales.

Los resultados de este trabajo ejemplifican cémo se
estructuran los amplicones en células CHO dhfr
cotransfectadas con construcciones que contienen el
gen dhfr y genes quiméricos para la produccion de pro-
teinas recombinantes a niveles elevados después de la
seleccion de clones resistentes a altas concentraciones
de MTX. Esta informacion puede contribuir a la
estructuracion de los procesos de amplificacion para
lograr clones celulares estables y capaces de producir
proteinas recombinantes a altos niveles después de la
eliminaci6n del agente selectivo.
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