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Introduccion. Se han publicado varios protocolos para el
fraccionamiento subcelular. Las técnicas de centrifugacion
diferencial e isopicnica se emplean comunmente (1). Sin
embargo, el analisis cuantitativo de compartimentos de células
de ovario de hamster chino (CHO) es escaso. Alrededor del 70%
de proteinas recombinantes (PR) terapéuticas que requieren
modificaciones postraduccionales similares a las que se
encuentran en humanos, se producen preferentemente en
células CHO. Al ser el sistema de expresion heterdlogo preferido
para producir glicoproteinas recombinantes, el estudio profundo
de la biologia celular y la protedmica para lograr que sean mas
productivas se ha incentivado (2). El objetivo de nuestro estudio
fue establecer un protocolo cuantitativo y reproducible para
obtener fracciones enriquecidas de organulos subcelulares
pobremente representados y por lo tanto poco estudiados en
analisis protedmicos de células completas.

Metodologia. La linea celular CHO CRL-12444 productora de un
anticuerpo monoclonal fue crecida en Erlenmeyer de 250 mL con
50 mL de medio a 60 rpm, 37°C, 5% CO2, en medio CDM4CHO
suplementado con insulina, glutamina y MTX. Las muestras se
colectaron a las 72 h de cultivo. Las muestras celulares se
sometieron a una ruptura mecanica en homogenizador Dounce
y la combinacion de la centrifugacion diferencial e isopicnica (1).
La caracterizacion de los gradientes de sacarosa se realizd
mediante observaciéon visual, y cuantificacion de proteinas
totales. Los marcadores subcelulares (histona H3, GAPDH,
GRP78, HSP60 y flotilina) fueron seguidos por Western blot
(cuantificados por densitometria), ELISA 'y reacciones
enzimaticas (catalasa y DNasa). Las subfracciones fueron
visualizadas por microscopia electronica. Los precipitados
(nuclear, mitocondrial y microsomal) fueron separados en un
gradiente discontinuo de sacarosa de entre 10-60%.

Resultados. La velocidad especifica de crecimiento (u) de CHO
CRL-12444 fue de 0.034+0.02 h™'. Después de la ruptura celular
se realizd una serie de centrifugaciones diferenciales
obteniéndose los siguientes compartimentos: 1) Nucleo asociado
a Reticulo endoplasmico (RE), membrana plasmatica y
mitocondrias, 2) Mitocondria asociada a RE, Golgi, y membrana
plasmatica, y 3) y ER, Golgi y membrana plasmatica. En general,
la mayoria de las proteinas observadas pertenecen al citosol y al
nucleo. Después del fraccionamiento por centrifugacion
isopicnico, se observo la separacion de una fraccion compuesta
por nucleo, mitocondria, RE, peroxisomas, y lisosomas a partir
del gradiente nuclear. A partir de la fraccion de mitocondria se
separo una fraccion de Cis Golgi y otra de Cis Golgi, mitocondria
y RE. Mientras, que en la fraccion microsomal se obtuvieron
proteinas de RE, Cis Golgi, y Trans Golgi (Fig.1A,1B,1C)
logrando el enriquecimiento de esta fraccion que solo representa
1.7% del fraccionamiento diferencial (Fig. 1D).
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Fig. 1. Cuantificacion de marcadores en WB a partir de gradientes de
sacarosa de los precipitados del fraccionamiento diferencial (FD).
Marcadores: Histona H3, G3PDH, GRP78, flotilina-1, Golga A5 y HSP60,
que marcan el nucleo, citosol, RE, membrana plasmatica, cis Golgi y
mitocondria, respectivamente. A: Gradiente microsomal, B: Mitocondrial,
C: Nuclear. D: Distribucion de proteinas del FD.
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Conclusiones. La mayoria de las proteinas se distribuyeron
entre el citosol y la fraccion nuclear. La fraccion nuclear fue la
mejor separada, mientras que las mitocondrias se encontraban
entre los sedimentos nucleares y los mitocondriales. Las
membranas plasmaticas se encontraron en casi todas las
fracciones. Importantemente, la fracciéon microsomal que
contiene el aparato de Golgi y RE fue separada y enriquecida. El
protocolo obtenido fue realizado por duplicado fue reproducible,
por lo que podria ser usado en analisis protedémicos.
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