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RESUMEN

En anos recientes, los anticuerpos monoclonales han sido un biofarmaceutico de
gran relevancia por su uso terapeutico contra el cancer, infecciones vy
enfermedades autoinmunes. Los anticuerpos son glicoproteinas que contienen
una secuencia biantenaria de azucares en la region Fc, denominada N-
glicosilacion. La N-glicosilacion modula la funcion efectora del anticuerpo, ya que
la fraccion Fc es reconocida por receptores celulares que desencadenan
mecanismos de remocion. Por lo que disefiar modelos de produccion que generen
un perfil de N-glicosilacion sistematico en el anticuerpo, es una condicion

indispensable para su aplicacion en terapias de uso clinico.

La produccién comercial de anticuerpos requiere cultivos de cientos de litros,
susceptibles a presentar heterogeneidades en la distribucion de nutrientes y
gases, especialmente oxigeno disuelto. Se ha observado que periodos largos de
limitacion de oxigeno provocan un aumento en la produccion de anticuerpos con
N-glicanos los sialidados, escasos en la poblacion tipica de IgG1 en humanos. Se
puede esperar que el equilibrio de factores que regulan la N-glicosilacion, se
remodele durante la limitaciéon de oxigeno, pues al ser el ultimo aceptor de
electrones de |la cadena respiratoria, tiene un papel importante en la homedstasis
celular, especialmente en el equilibrio de las especies redox. También se ha
demostrado, que la sialidacion depende de la estructura terciaria del anticuerpo.
De manera que surge la motivacion de buscar una relacion entre el equilibrio de

especies redox, la estructura terciaria del anticuerpo y su sialidacion.

En este proyecto se estudio el potencial redox en el Golgi, donde sucede la
glicosilaciéon compleja de proteinas. Se utilizé la proteina sensora de potencial
redox roGFP2, dirigida a Golgi. Se expresd de forma transitoria en células CHO
mediante la transduccion con un baculovirus que contiene la secuencia
codificante. Como reportero del estado redox intracelular, ésta proteina es capaz
de medir potenciales redox en el rango de -240 a -320 mV. Se realizaron

mediciones del cambio del potencial redox intracelular en celulas CHO usando



microscopia de fluorescencia como herramienta de cuantificacion. De manera
paralela, se disefid un modelo experimental in vitro, para emular las condiciones
redox encontradas en Golgi por roGFPZ2. Este disefio experimental fue aplicado a
un anticuerpo, evaluando el cambio de su estructura terciaria y el grado de

sialidacion en presencia de una sialiltransferasa y acido sialico.

El estudio realizado revela que condiciones reductoras inducen el desplegamiento
de la estructura terciaria del anticuerpo y disminuyen su sialidacion. El analisis de
los resultados relativos al grado de oxidacion del sensor roGFP2 en Golgi y su
respuesta ante DTT y H.O,, permitié establecer una hipdtesis sobre el estado
basal del potencial redox del Golgi y su comportamiento ante cambios en el
ambiente redox, sugiriendo que el Golgi mantiene un equilibrio oxidante. El estudio
resultante del desarrollo experimental y analitico realizado en este trabajo, plantea
nuevas perspectivas para el estudio del fendmeno de sialidacion en la maquinaria
de glicosilacion, no solo desde un punto de vista industrial, sino también desde el
punto de vista inmunologico, por ejemplo, como parte de un sistema que existe

durante la produccion de anticuerpos por celulas B.

Durante el desarrollo de este trabajo de investigacion, se realizd una revision
sobre el estado del arte del potencial redox intracelular y su importancia en
biotecnologia, publicada en la revista BioTecnologia por la Sociedad Mexicana de

Biotecnologia y Bioingenieria.



1. INTRODUCCION

Los anticuerpos monoclonales recombinantes (AcM) han revolucionado la
medicina, 17 de los 54 productos biofarmaceuticos aprobados en EE. UU. y la
Unién Europea, desde el 2010 a la fecha son anticuerpos monoclonales (Walsh
2014). El modo de accion de los medicamentos basados en AcM dependen de la
union del anticuerpo a algun epitopo especifico, mediada por la region Fab del
anticuerpo, y en muchos casos, de su funcién efectora mediada por la region Fc,
la que posee un sitio de N-glicosilacion en la Asn297 de cada una de las cadenas
pesadas del anticuerpo (Ahmed et al. 2014).

La N-glicosilacion es una modificacion postraduccional de las proteinas que
sucede en el reticulo endoplasmico (RE) y en el Golgi, en la cual un oligosacarido
(N-glicano) se une al péptido naciente y posteriormente es modificado por una
serie de reacciones catalizadas por exoglicosidasas y glicosiliransferasas (van
Anken y Braakman 2008). Se ha demostrado que la estructura del N-glicano
determina la estabilidad y la funcion efectora del AcM (Ghirlando et al. 1999). La
N-glicosilacion es un proceso energéticamente demandante, que puede ser
afectado por las condiciones de cultivo (Serrato et al. 2004; Amand et al. 2014,
Costa et al. 2013).

Los anticuerpos monoclonales recombinantes se producen en cultivos de celulas
de ovario de hamster chino (CHO), frecuentemente en biorreactores de miles de
litros. A estas escalas, deficiencias en el mezclado son frecuentes, resultando en
la exposicion de las celulas a condiciones fluctuantes, frecuentemente no optimas
para su crecimiento o para la producciéon de proteinas recombinantes (Palomares
y Ramirez 2010). En nuestro grupo, se ha observado que el someter células
animales a condiciones fluctuantes de oxigeno disuelto resulta en cambios en el
patron de N-glicosilacion de AcM (Serrato ef al. 2004). Los patrones de N-
glicosilacion resultantes difieren de aquellos tipicos de AcM, especialmente por la

presencia de N-glicanos complejos, mayormente con acido sialico terminal.



Este trabajo analiza la forma en que la heterogeneidad en la concentracion de
especies redox extracelulares afecta el equilibrio en las especies oxido-reductoras
al interior de la célula. La hipétesis de trabajo es que cambios en el potencial
redox reductor intracelular, resultan en la alteracion de la esfructura terciaria del

AcM y la modificacion de sus N-glicanos.



2. ANTECEDENTES

2.1. El anticuerpo monoclonal y la importancia de su N-glicosilacion

Como parte esencial del sistema inmune, los anticuerpos son moléculas centrales
en el proceso de identificacion, marcaje y eliminacion de moléculas ajenas al
organismo huésped. El creciente uso terapéutico de los AcM ha derivado en el
desarrollo y sofisticacion de las metodologias experimentales utilizadas para su
produccion. Al respecto, la calidad de un anticuerpo se determina en base a varios
factores, por ejemplo, la ausencia de contaminantes, de agregados y uno de los
mas importantes, dado que influye en la eficacia del AcM, su N-glicosilacion
(Jefferis 2009).

Usualmente la estructura de un anticuerpo IgG se representa como forma de “Y™:
los brazos constituyen la fraccion variable de union al antigeno (Fab), la cual se
compone por dos cadenas ligeras y los dominios Vy y Cyl de las cadenas
pesadas (Figura 1). El resto del anticuerpo constituye la fraccién cristalizable (Fc)
y esta formada por los dominios Cy2 y Cu3. Esta ultima fraccion cumple la funcion
de unirse a los receptores FcyR y C1q, activando diversos mecanismos de
respuesta inmune, como fagocitosis, citotoxicidad celular mediada por anticuerpo
(ADCC) y citotoxicidad mediada por complemento (CDC) (Wright y Morrison
1997). Los dominios Cy2 de la fraccion Fc tienen una caracteristica importante,

estan N-glicosilados de manera conservada en el aminoacido Asn297.
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umnion a
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Figura 1. Estructura de anticuerpo IgG. Cadenas pesadas sefialadas en azul, cadenas ligeras
sefialadas en verde. Fab: Fraccidn de unidn a antigenn, FC: Fraccidn cristalizable. Asn287 indica
el sitio de union a M-glicano, los cuales se muestran como el area roja.

La N-glicosilacion es una de las principales maodificaciones postraduccionales de
las proteinas, y consiste en una cascada de reacciones mediadas por
glicosiltransferasas, glicosidasas y transportadores de azdcares, en las que se
enlazan monosacaridos dentro del RE, forman un oligosacaride que es
translocado a la prateina naciente en la Asn de la secuencia Asn-X-Ser/Thr
(X#Pro}, la cadena unida es modificada por exaglicosidasas antes de ser
transportada al Golgi, como parte del control de calidad del plegamiente de la
prateina dentra del RE. Una vez en el Golgi, el N-glicanc es nuevameante
meodificade por exoglicosidasas y glicosiltransferasas para conformar glicanos bi,
tri- o tetra-anternarios, los que pueden contener acido sialico terminal (sialidacion)
{Palomares y Ramirez 2007, Shi y Goudar 2014), La N-glicosilacién de la regién
Fc del anticuerpe 196G en humanos se caracteriza por tener glicancs biantenarios
con galactosas terminales y sialidacion menor al 10%, como se muestra en la
Figura 2.
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Figura 2. N-glicanos caracteristicos en los AcM humanos. {Raju 2008).

Se ha demostrado que un patrén de N-glicosilacion sin galactosas (GO) induce
respuestas autoinmunes, como la artritis reumatoide. Ademas, la no fucosilacién y
los glicanos biantenarios aumentan el efecto citotdxico al incrementar la afinidad
de la region Fc por el receptor. Por otro lado, la sialidacién induce respuesta anti-
inflamatoria, ademas de aumentar el reconocimiento del anticuerpo por proteasas
(Kaneko et al. 2006; Raju 2008; Jefferis 2009).

2.2. Células CHO (Chinese hamster ovary) como sistema de

produccion de biofarmacéuticos

Las células de ovario de hamster chino (Cricetuius griseus) son una de las mas
utilizadas para la generacion de una amplia gama de proteihas recombinantes
terapéuticas, por ejemplo, anticuerpos monoclonales, factores de crecimiento,
hormonas, interferones y enzimas (Walsh 2014). Entre las caracteristicas que
presenta esta linea celular se encuentra que realizan modificaciones
postraduccionales similares a las de humano, son genéticamente manipulables y
pueden crecer de forma adherente o en suspension (Wurm 2004; Durocher y

Butler 2009; Kennard et al. 2009), factores que convierten a este modelo biolégico



en un buen candidato para usarse en procesos de manufactura en biorreactores a

gran escala.

A lo largo del tiempo se han desarrollado estrategias de produccién para conseguir
una constante mejora en calidad, sistematicidad y eficiencia. (Fischer ef al. 2015).
En relacion a las proteinas glicosiladas como los AcM, se han estudiado los genes
involucrados en las vias de glicosilacién encontrando, por ejemplo, que la linea
celular CHO/K1, carece solamente de 3 genes homologos de los 300 genes
involucrados con la sintesis de glicanos en humanos, a pesar de esto, Unicamente
se ha detectado expresion del 53% de los genes identificados (Xu ef al. 2011). El
impacto de la expresion diferencial de genes en células CHO es relativo al perfil de
glicosilacion de cada glicoproteina, por ejemplo, dado que la mayoria de las
sialidaciones encontradas en humanos poseen el enlace a(2-6) es necesario que
la produccion de glicoproteinas terapéuticas sialidadas presente este enlace, sin
embargo, no se ha detectado expresion en células CHO de la enzima «(2-6)
sialiltransferasa, aunque se ha confirmado la presencia de su gen (Xu ef al. 2011).
Una solucion a este problema fue propuesta por Lin ef al. (2015), al sobreexpresar
el gen ST6GAL1 en células CHO, obteniendo un aumento del acido sialico, unido

al N-glicano de un 1gG1.

2.3. Impacto del metabolismo celular en la produccién y N-

glicosilacién de anticuerpos monoclonales

Existen formas de mejorar la produccién de las proteinas terapéuticas sin utilizar
herramientas de manipulacion genética, este es el caso de un estudio realizado en
células CHO productoras de un AcM en el que lograron predecir y controlar el
proceso de N-glicosilacién variando la composicién del medio de cultivo (Grainger
y James 2013). Restelli et al. (2005) reporta la produccién de eritropoyetina por
celulas CHO en biorreactores, variando la concentracion de oxigeno disuelto (OD)
de 3 a 200%. Ellos encontraron que la fucosilacion aumenté significativamente a

las concentraciones de 50 y 100% de OD.



El cultivo de células animales a gran escala puede presentar deficiencias en la
disponibilidad de nutrientes, pH, CO;, O,, etc., cuando hay mezclado deficiente, lo
gue resulta en condiciones ambientales heterogéneas (Lara et al 2006). El
oxigeno disuelto resulta un parametro importante a controlar debido a su
participacion en respiracion celular y en la produccion de EROs (especies
reactivas de oxigeno). La limitacién de oxigeno disuelto afecta el metabolismo
central, principalmente a la cadena respiratoria, pues al no haber suficiente
oxigeno como ultimo aceptor de electrones, disminuye la velocidad de generacion
de ATP, reduciendo al mismo tiempo la velocidad de oxidacion de NADH,
provocando su acumulacion y el desplazamiento del equilibrio redox hacia un
ambiente mas reductor (Hevehan y Miller, 1999). En consecuencia, la necesidad
de ATP inducira un aumento en el consumo de glucosa a través de la glicdlisis, y
la necesidad de equivalentes reductores, resultara en la generacion de lactato. Al
mismo tiempo, el ciclo de los acidos tricarboxilicos sera inhibido, lo que reducira la
produccion de precursores metabdlicos (Young 2013). Como resultado, el efecto
metabdlico de la limitacion de oxigeno también se vera reflejado en la maquinaria
de glicosilacion, al afectar la sintesis de azucares, nucleotidos transportadores de
azucares, la tasa de transcripcion de glicosiltransferasas y glicosidasas, asi como

la produccion de la glicoproteina recombinante.

La Figura 3 muestra la concentracion de oxigeno disuelto en un tanque agitado, de
acuerdo al codigo de color, ilustrando que cuando la limitacion de oxigeno es
transitoria y recurrente, como en el caso de los biorreactores de gran escala, las
células enfrentan condiciones ambientales heterogéneas. Con el fin de determinar
el efecto de estas condiciones en la produccion de un AcM, Serrato et al. (2004)
estudiaron la produccion de un AcM en hibridoma murino cultivado bajo
oscilaciones de oxigeno disuelto, emulando los gradientes de oxigeno presentes
en condiciones de mezclado ineficiente, encontrando que periodos largos de
limitacion de oxigeno disuelto resultan en el aumento del porcentaje de glicanos

sialidados, atipicos en anticuerpos.



Figura 3. Gradientes de oxigeno disuelto en biorreactor. Zonas azules menor concentracian a
Zonas rojas mayor concentracion. @ André Bakker 1398.

24 Regulacion de la sialidacion en un 1IgG

Resulta interesante entender qué controla la unidn de un acido sialico al N-glicanc
de un anticuerpc. Indagaciones previas sugieren que el incemento de la
sialidacién en un anticuerpo cbedece a un cambio en la estructura del anticuerpo,
esto fue reportado por Jassal ef al. (2001). En su estudio, en células CHO, se
compars el perfil de glicosilacién resultante de la produccdn de un anticuerpo
IgG3 nativo, contra un |gG3 que presentaba la sustitucion F243A. Ellos
encontraron un aumento de las glicoformas mono y di-sialidadas en el anticuerpo
que presenta la sustitucdn F243A con respecto al anticuerpo  nativo.
Adicionalmente, contrastaron un 19G3 F243A producidc en células CHO
transfectadas con una «(2-6) sialiltransferasa de rata, como se muestra en la
grafica de la Figura 4, encontrande un incremento del 10% en la di-sialidacidn de
los glicanos. En este contexto, Raymond ef af. (2012) proponen que los azucares
de la hebra 1,6 del N-glicanc mantiene interacciones CH/x con el anillo bencénico
de la fenilalanina 243 y 241 del IgG (Figura 5-A), por lo que se sugiere, que al
sustituir fenilalanina por alanina, se favorece la flexibilidad del N-glicano ya que
disminuyen las interacciones hidrofébicas onginalmente presentes. Ademas,
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Ahmed et al. (2014) encontré que la mutacion en IgG1 F241A, muestra un
aumento en heterogeneidad conformacional del interdominio Cy2 (Figura 5-B),
justo en la zona en el que estée presente el oligosacarido. Esta flexibilidad
conformacional podria estar asociada con el aumento en la sialidacion del
anticuerpo. Con base en esto, se sugiere que la sialidacion en un AcM esta

controlada por su estructura terciaria.
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Figura 4. Comparacion de perfiles de glicosilacion de un IgG3 con la sustitucion F243A. La primer
barra (IgG3 wt), muestra las glicoformas resultantes de la produccion de IgG3 nativo. La barra
F243A muestra las glicoformas de un 1gG3 con la sustitucion de F243A y la barra F243A-ST,
representa los perfiles del IgG3 F243A producido en células que sobreexpresan una «(2-6)
sialiltransferasa de rata (Modificado de Jassal ef al. 2001).

Adicionalmente, Kaneko et al. (2006) cuantificaron la abundancia de IgG
sialidados en ratones preinmunes e inmunizados contra suero nefrotoxico. Ellos
encontraron que la poblacion de IgG sialidados es 40% menor en ratones
inmunizados que en ratones preinmunes. Se propone entonces, que la poblacion
de IgG sialidados se modula de manera que aumenta cuando es deseable
mantener un estado estacionario (respuesta anti-inflamatoria) y disminuye cuando

es importante tener la capacidad de eliminar un antigeno (respuesta inflamatoria).
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La capacidad intracelular de regular la sialidacién de un IgG existe en el sistema
inmunolégico, y podria estar relacionada con la modificacién de la estructura
terciaria del IgG a lo largo de la via secretora, particularmente en el frans-Golgi,

donde ocurre la sialidacion del IgG.

1,6 arm al,3arm
A Rigid Flexible
*
H bond
Lys246 3 CHim
Throso - interaction
al3 Linkage
Phe243 @ -
Q Gal
[ ] ClcNAc
= Man
= Fuc
Preferred
........ Argg[]‘[ * branch for
sugar
p1.4 addition

S Asp265

Broteina | PTO238 | Phe241 | Arg301 | Pro329
Ca(A) | C2(A) | C2a(A) | Ca(A)
1gG1 211 222 336 23.9
intacto
F241AFc | 229 24.9 33.8 31.1
F241AFc
ABM7 34.0 31.7 451 N/A

Figura 5. Relacién N-glicano con estructura Cr2 de IgG. A) Interaccidén N-glicano con aminoacidos
del dominio CH2 de lgG {Raymond et al. 2012) Sia: Acido sidlico, Gal: galactosa, GlcNac: N-
acetilglucosamina, Man: Manosa, Fuc: Fucosa. B) Comparacion de la distancia entre el dominio
Cy2 en estructuras Fe. (Modificado de Ahmed et al. 2014).
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2.5. La proteina roGFP2 como sensor de potencial redox intracelular
(PRI}

Uno de los temas que ha sido objeto de estudio para la optimizacion de cultivos en
biorreactores a gran escala, es el potencial redox de cultivos celulares (Zufiga y
Palomares, 2016). Al respecto, se ha desarrollado una amplia variedad de
biosensores basados en proteinas fluorescentes (PF), que son capaces de
reportar de manera indirecta informacion del ambiente quimico dentro y fuera de la
célula (Vizcaino-Caston et al. 2012). Un ejemplo de esta clase de biosensores, es
la proteina verde fluorescente EGFP (por sus siglas en inglés, enhanced green
fluorescent protein) y particularmente, su version sensible a las condiciones redox
ambientales, la proteina roGFP2. Se sabe que el cromdéforo de la EGFP esta
formado por una ciclacion de los aminoacidos T65/Y66/G67, tiene dos longitudes
de onda maximas de excitacion, a consecuencia de diferentes estados de
protonacion, determinados por las condiciones de residuos aledafios que en
conjunto son afectados por el entorno que los rodea. La proteina EGFP dio lugar
al biosensor roGFP2 al sustituir los residuos S147 y Q204 por cisteinas. La Figura
6 muestra los espectros de excitacion y emision de roGFP2 en dos condiciones
redox distintas; reductoras (roja), oxidantes (azul), es importante considerar que
los maximos de excitacion a 405 y 488 nm se incrementan para el estado oxidado
y reducido, respectivamente (Meyer y Dick 2010) la relacién entre la intensidad de
ambos picos permite conocer el grado de oxidaciéon del sensor (OxDroGFP2), es
decir la proporcién de moléculas roGFP2 oxidadas en el sistema. Considerando la
interaccion entre roGFP2 con la especie intracelular mas abundante, glutation
(2GSH/GSSG) y algunas consideraciones practicas, se utiliza la ecuaciéon de
Nernst para encontrar la relacion entre potencial redox y el grado de oxidacién de
roGFP2 intracelular, como se observa en la Figura 7. De esta forma ha sido
posible conocer el ambiente redox de diversos sistemas (Meyer ef al. 2007; Meyer
y Dick 2010).
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Figura 6. Cambios en el pico de excitacion de roGFP2 dependientes del potencial redox. Cuando el
fluoréforo esta completamente reducido, el espectro de excitacion muestra su maximo a 488 nm
(linea roja). Cuando se encuentra completamente oxidada, muestra el espectro de excitacion
descrito por la linea azul, mostrando un maximo cercano a 405 nm (Meyer y Dick, 2010).

Dooley y colaboradores (2004) determinaron el potencial redox citosolico en
células HelLa con roGFP1 y roGFP2, encontrando valores de -315mV y -325mV
respectivamente, ademas en mitocondria se encontré un potencial redox mas
reductor, aproximadamente de -360mV. Austin et al. (2005) determinaron el
potencial redox en lisosomas utilizando la proteina roGFP dirigida a este sitio,
encontrando que su potencial redox es de -240 mV, mucho menos reductor que en
mitocondria, pero similar al estado redox encontrado en reticulo endoplasmico por
Enyedi et al. (2010). En nuestro grupo se utilizé roGFP2mit expresada en
baculovirus bac-roGFP2Zmit, para estudiar el efecto de la limitacién de oxigeno
disuelto en el potencial redox mitocondrial de células de insecto Sf+®, encontrando
que el equilibrio del potencial redox mitocondrial varia con respecto a cada

condicién entre -300 y -280 mV (Porras, 2017 resultados no publicados).
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Figura 7. Relacidn entre el potencial redox (E) v el grado de oxidacion del sensor (OxDroGFP2).
(Meyer y Dick, 2010).

2.6. Potencial redox en Golgi

Despues del descubrimiento del aparato de Golgi, hace mas de 100 afios, la
complejidad de este organelo ha atraido el interes de muchos investigadores en
diversos temas. El complejoc de Golgi es un organelc dinamico formado por
cisternas ajustadas, clasificadas como cis, medio y trans. En ellas existe una
compartamentalizacion de enzimas y microambientes (pH y Ca®*") (Pizzo et al.
2011; Hassinen y Kellokumpu 2014, Maeda 2015) que permiten la modificacion
post-traduccional de proteinas y lipidos de manera secuencial (Potelle ef ai. 2015).
Aungue no se conoce el potencial redox en el Golgi, se han descritoc mecanismos
de respuesta ante estrés oxidante (Jiang et al. 2011). Por ejemplo, cuenta con las
bombas Ca*/Mg** ATPasas codificadas por los genes ATPC1/ATP2C2 en
mamiferos (Vanoevelen et al. 2005), que contribuyen a disminuir la concentracion

de Ca* y I\/Ig2+ en el citoplasma, lo cual es muy relevante, por ser iones
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involucrados en vias de sefializacidén para la produccién de especies reactivas de
oxigeno (ERO) e induccion de apoptosis (Brookes et al. 2004; Gorlach et al. 2015).
En el Golgi tambien hay produccion de antioxidantes por componentes en su
membrana. La ubiquinona es un transportador de electrones y antioxidante
(Nyquist ef al 1970, Crane et al. 1993; Maroz, et al. 2009), que evita
principalmente la peroxidacién lipidica relacionada a enfermedades
cardiovasculares (Siegel et al. 2014). Dos glutarredoxinas (Grx6 y Grx7) y la
proteina parkin se anaden a la lista de antioxidantes. Las primeras evitan la
oxidacion y posible degradacion de proteinas citoplasmicas, lo que aumenta la
resistencia de la celula al estrés oxidante (Mesecke ef al. 2008). Parkin fue
localizada en el trans-Golgi por Kubo et al. (2001). Posee un dominio ubiquitin en
la regién N-terminal y dos motivos tipo dedo de zinc. Fue llamada asi porque es
codificada por un gen que presenta amplias deleciones en pacientes con AR-JP
(“Autosomal recessive juvenile Parkinsonism”) (Kitada ef al 1998). La
sobreexpresion de parkin silvestre y mutada en células NT-2 y SK-N-MC por Hyun
et al. (2002) mostrod que la concentracion de lipidos peroxidados es mas alta en las
celulas expresando la mutante. Lo anterior sugiere que estos componentes son
vitales para conservar la homeostasis celular.

En el caso de la glicosilacion de anticuerpos, se ha reportado que el proceso de
maduracion de linfocitos B para la produccion de anticuerpos implica un cambio de
potencial redox (Anken et al. 2003), sin embargo, no se sabe como afectan estos
cambios al patron de glicosilacion del anticuerpo durante su transito a través del
Golgi. Datos recientes sugieren que, al igual que el reticulo endoplasmico y la
mitocondria, este organelo responde ante situaciones de estrés (Sasaki y Yoshida
2015). A pesar de su importancia, no hemos encontrado estudios exhaustivos que
revelen cuales especies oxido reductoras se asocian a este organelo, ni cémo
cambia su concentracion en respuesta a las condiciones ambientales.

El potencial redox cumple una funcion crucial en el equilibrio y sistema de
senalizacion celular. Ademas, ofrece la posibilidad de aplicarse como un indicador
de calidad en la secrecion de proteinas glicosiladas. Dado el trabajo de Serrato et
al. (2004), en el que el patrén de N-glicosilacion resultante en un AcM producido

durante limitacion de oxigeno mostré una sobresialidacion, es posible que el
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cambio en el balance de especies redox refleje un reequilibrio en el complejo de
Golgi, de tal manera que afecte la estructura del AcM y en consecuencia su
sialidacion. Para entender esta relacion en condiciones de produccion adversas,
primero debe disefiarse un sistema que emule un entorno redox variable in vitro y
de esta manera, monitorear cambios conformacionales de la proteina y la
transferencia de acido sialico. Paralelamente, es posible encontrar cambios en el

equilibrio redox de Golgi a través de la proteina sensora roGFP2.
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3. HIPOTESIS

El potencial redox provoca cambios conformacionales en la estructura terciaria de

la region Fc de un AcM, lo que resulta en la sialidacion de sus N-glicanos.

4. OBJETIVOS

4.1. General

Determinar el efecto del potencial redox en la sialidacion de un anticuerpo

monoclonal.

4.2. Especificos

» Determinar el efecto del potencial redox en la estructura terciaria del AcM a
distintos potenciales redox in vitro.

o Evaluar el efecto del potencial redox en la sialidacion de un AcM in vitro.

o Determinar la respuesta del potencial redox intracelular en Golgi ante la

adicién de especies oxido-reductoras.
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5. METODOLOGIA

Estrategia experimental

Con la finalidad de generar un ambiente quimico semejante al que las celulas
pueden encontrar en un tanque de cultivo, se realizé una titulacion del grado de
oxidacion de roGFP2 en buffer TBS con distintas concentraciones de DTT y H,0,.
Una vez encontradas las concentraciones de DTT y H2O; que resultan en el rango
de potencial redox en el que la proteina sensora exhibe un cambio significativo (-
240 a -320 mV), se determind el potencial redox. Posteriormente el AcM se
sometidé a las mismas condiciones redox establecidas por la proteina sensora y se
determind el cambio de su estructura terciaria mediante la medicion de su
espectro de emision de 300 a 450 nm (excitando a 280 y 295 nm) y el calculo de
su centro de masa espectral (CME), en comparacion con el AcM completamente

desnaturalizado.

De manera similar, el AcM se sometid al buffer con las condiciones redox
determinadas, pero ademas en presencia de sialiltransferasa y su sustrato, CMP-

acido sialico. Se determiné el grado de sialidaciéon del AcM.

De manera paralela se expresd de forma transitoria la proteina roGFP2 dirigida a
Golgi en células CHO, mediante la construccion de un baculovirus que contiene la
secuencia codificante. Se realizaron mediciones del cambio del potencial redox
intracelular en celulas CHO usando microscopia de fluorescencia como
herramienta de cuantificacion y localizacion de la respuesta en el grado de

oxidacion del sensor roGFP2Z.
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Determinar efecto del Construccién de bac-
potencial redox en la roGFP2 Golgi para
estructura terciaria de expresion de roGFP2 en
un AchM. Golgide células CHO.

Determinar efecto de
Evaluacién de respuesta potencial redox
redox en Golgi. reductor en sialilacion
de AcM.

Induccién de cambics
en potencial redox
intracelular.

5.1. Produccién y purificacion de roGFP2 por cromatografia de

afinidad a niquel

Se realizd un cultivo de Escherichia coli BL21 (DE3) (AmpR, Invitrogen ®) que
contiene un plasmido pRSET que codifica para roGFP2 bajo el promotor T7
(Donado por James Remington del “Institute of Molecular Biology”, Universidad de
Oregon, Hanson et al. 2004). Se utilizo medio LB con ampicilina (0.1 mg/mL). Se
incubd a 37°C a 220 rpm hasta alcanzar una densidad éptica (DOgoonm) de 3, se
indujo con IPGT 100 uM y se continué la incubacién a 25°C 220 rpm toda la

noche.

El cultivo fue centrifugado a 1800 g (rotor Eppendorf® F 34-6-38) 20 minutos a
20°C, se desecho el sobrenadante. En adelante, los botones se mantuvieron a
4°C. El sedimento de todos los tubos se resuspendio en 10 mL de buffer TBS (20
mM Trizma base, 150 mM NaCl pH 8) y se sometio a 3 periodos de sonicaciéon de
2.5 minutos con pulsos de 6 s y 9 s de descanso, dejando 3 minutos entre cada
periodo. El sonicado se transfirio a tubos de 1.5 mL donde se centrifugé a 25 000g

durante 9 minutos a 10°C.
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La purificaciéon se efectué por cromatografia de afinidad en columna pre-
empacada con 1 mL de resina acido nitriloacético Ni-NTA QIAGEN®. La columna
se equilibré con 10 volimenes de cama (VC) del buffer TBS pH 8. Con el objetivo
de evitar perder proteina por saturacion de la resina, se emplearon dos columnas,
el sobrenadante de la centrifugacion del sonicado se paso a través de la primera y
su eluido inmediato se pasé por la segunda columna. Primeramente, ambas
columnas se lavaron con 10 VC con el buffer TBS sin imidazol, posteriormente se
lavaron con 10 VC de TBS imidazol 30 mM, a continuacion, roGFP2 se eluyd con
TBS imidazol 400 mM (7 VC). Posteriormente, 2 mL de la solucion eluida se
sellaron dentro de una bolsa de dialisis Spectra/Por® de celulosa (12-14 kDa) y se
sumergieron en 0.5 L del buffer TBS pH 8 en agitacion a TA durante 3 h, esto se

repitid en 1.5 L del mismo buffer durante 16 h.

La proteina se cuantificé por el método de Bradford. Se realizaron dos diluciones
del dializado, 1:10 y 1:20, se colocaron 160 uL de cada dilucion en cada pozo de
una placa de 96 pozos Costar® por triplicado y se afiadieron 40 uL de reactivo de
Bradford. Se resuspendid sin formar burbujas y se realizé la lectura de
absorbancia a 595 nm. Para comprobar la purificacion de la proteina se preparé
un gel desnaturalizante de poliacrilamida al 12% pH 8.83 SDS-PAGE y se
cargaron las fracciones colectadas de la purificacion de roGFP2, esperando una
banda con el peso molecular de roGFP2 (31 kDa), utilizando el marcador de

proteinas BenchMark, Life Technologies®.

5.2. Determinacion del grado de oxidacion de roGFP2 en TBS

Se prepardé TBS pH 7.2 y se colocaron 3 mL en tubos Falcon de 50 mL y se
anadieron las concentraciones de ditiotreitrol (DTT); 100, 10, 1 y 0.1 mM, 1 y 0.01
uM (una por tubo), y las concentraciones de peroxido de hidrogeno (H202) 1 M,
100 mM y 1 uM. Se midio el potencial redox controlando la temperatura a 37°C en
un bano Maria, utilizando un electrodo ORP de 6 mm de diametro marca

Applikon® y un transmisor Mettler Toledo® modificado para ORP, recopilando las
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mediciones con el software Windaq. Después se midié el pH de tales soluciones

con el potenciémetro Fisher Scientific®.

Posteriormente se preparé 1 mL de TBS pH 7.2 con las mismas concentraciones
de DTT y se anadio roGFP2 a una concentracion de 0.2 uM. Inmediatamente, se
midio el espectro de fluorescencia haciendo un barrido del espectro de excitacion
de 300 a 500 nm, fijando la emisién a 510 nm con el espectrofluorémetro Ls55
Perkin Elmer Instruments®, con una cubeta de cuarzo de 10 mm PerkinElmer
instruments ® durante 6 minutos, adquiriendo un barrido cada 2 minutos. La
temperatura fue controlada a 37°C en las placas de la celda de medicién dentro
del espectrofluorometro mediante un recirculador de agua modelo FC-6. El ensayo

se repitid tres veces para cada condicion.

5.3. Aplicacidn de condiciones redox al AcM y determinacion de su

efecto en la estructura terciaria

El AcM se afiadié a una concentracién de 0.5 mg/mL en las soluciones preparadas
con el buffer TBS pH 7.2 y el agente reductor DTT a las concentraciones; 100, 10
y 1 mM, verificando previamente que el potencial redox de la solucion
correspondiera a valores que estan dentro del rango de sensibilidad de la proteina
roGFP2 (-320 mV a -240 mV). Como controles se colocaron el AcM
completamente desnaturalizado con 3.5 M de cloruro de guanidina y el AcM en
estado nativo en TBS, sin adicion de DTT. Se agregaron 150 uL a la cubeta de
cuarzo de 10 mm y se colocd en el espetrofluorémetro, controlando la temperatura
a 37°C. Se determind la fluorescencia intrinseca del AcM sometido a cada
condicion redox, utilizando el espectrofluorimetro Ls55 (Perkin Elmer Instruments,
EUA) a las longitudes de onda de excitacion de 295 nm para triptofano (Trp),
haciendo un barrido del espectro de emision desde 300 a 500 nm. Se realizé un
escaneo del espectro de emision cada 2 minutos durante 10 minutos, ademas de
un monitoreo de 14 dias, muestreando alas 0, 2, 4, 12, 24, 48, 72 h, después de 7

y 14 dias. En seguida, se determin¢ la formacion de agregados del AcM, tomando
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una alicuota de 50 uL de muestra colocada en una celda de cuarzo de 3 por 3 mm
marca Hellma Analytics. Se midié la dispersién dinamica de luz en un Zetasizer
Nano-ZS Malvern Instruments® ajustando la temperatura a 37°C y dando un
tiempo de equilibrado de 3 minutos. Las mediciones se adquirieron por triplicado

para cada tratamiento.

5.3.1. Anéalisis de fluorescencia intrinseca del AcM

Para analizar el cambio de fluorescencia intrinseca del AcM, se calculd el centro
de masa espectral (CME), es decir, la longitud de onda correspondiente al centro
del area bajo la curva del espectro de emisién de los fluoréforos aromaticos.
Sabiendo que URF se refiere a las unidades relativas de fluorescencia y 4 es la
longitud de onda (nm) correspondiente a cada punto de la medicién, primero se
suma el area bajo la curva, y luego se divide entre la suma de las intensidades de

fluorescencia, la férmula se describe en la Ec. 1.

(1)

300 JRF « 1
CME = 300
Yiacg URF
54. Aplicacion de condiciones redox al AcM y determinacion de su

efecto en la sialidacion

El efecto de condiciones redox en el AcM se determiné incubando por 24 h el AcM
en un ambiente reductor y no reductor, en buffer TBS pH 7.2 a 37°C con 10 mM
DTT (-316.3 mV potencial redox en funcion de roGFP2) y sin DTT,
respectivamente. Posteriormente, el AcM resultante se aplicé como sustrato
aceptor en una reaccion sialidacion, utilizando una «{2,6)-sialiltransferasa y CMP-
acido sialico como sustrato donador. El acido sialico unido N-glicano del AcM se

determind con el perfil de glicosilacion de los N-glicanos por HPLC fase normal.
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5.4.1. Reaccion de sialidacion de AcM

Después de la incubacion del sustrato aceptor (IgG1) en condiciones reductoras y
no reductoras, se anadio el buffer necesario para dar estabilidad a la «(2,6)-
sialiltransferasa y la fosfatasa 2 CD73 R&D®, obteniendo 13 mM Trizma base,
97.5 mM NaCl, 37 mM Tris-acetato, 10 mM MnCl.. Como se describe en la Tabla
1, se aplicaron 500 Ufreaccion de la enzima «a(2,6)-sialiltransferasa EC. 2.4.99.1
recombinante de humano Prozyme® y 2 ul/reaccion de fosfatasa acoplada CD73.
La mezcla de reaccién se incubé a 37°C pH 7.2 durante 4 h, e inmediatamente
después fueron congeladas a -20°C para detener la reaccién. Para la
sialiltransferasa, una unidad enzimatica se define como la cantidad de enzima
requerida para lograr un picomol de CMP a partir de CMP-acido sialico (citidin 5'-
monofosfo-N-acetilneuraminico acido sal disodica), por minuto por gramo de

enzima a una concentracion de enzima de 10 g/mL aun pH de 7.5 y 37°C.

Tabla 1. Composicién de reacciones con la enzima sialiltransferasa.

Fosfatasa Sustrato donador
Reaccion CMP-acido Sustrato aceptor o(2,6)-
acoplada 2 . .
sialico sialT
e 66 6001 | 1001 120 i
mv ) 0.2 ug 100 pg (157 nmol) | (1.2 nmoles | (0.24 nmoles | 500 U
galactosa) galactosa)
IgG1 cendicion IgG1 600 ng | 1gG1 120 ng
no reductora 0.2 ng 100 pg (157 nmol) | (1.2 nmeles | (0.24 nmoles 200 U
galactosa) galactosa)

5.4.2. Determinacion del perfil de N-glicosifacion del AcM por HPLC fase

normal

El anticuerpo monoclonal (IgG1) procedente de la reaccion, se purificd y concentro
en cartuchos Spin-X UF Corning 500 pL 50k MWCO PES para retirar enzimas,

sales y acido sialico libre en la reaccion. Su concentracion se cuantifico por
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absorbancia, el software calcula la concentracion en cada muestra de AcM
considerando un coeficiente de extincion masa de 13.7 L/g-cm. Ademas, cada

muestra se observé por SDS-PAGE.

Se tomaron 100 ng del IgG1 puro, se desnaturalizé y digiri6 con la enzima
PNGasa F para escindir el N-glicano. Se anadieron 100 pmoles de maltosa como
control interno. A continuacién, los glicanos se derivatizaron con el reactivo 2-
amino benzamida (2AB, Cat. GKK-404, Prozyme), una alicuota de 10 ul se diluyo
en acetonitrilo 100% en relacién 1:4, finalmente esta muestra de glicanos-2AB fue
separada mediante un sistema de cromatografia de fase normal en HPLC vy
detectada por fluorescencia (iex 330/hem 420 nm). La columna utilizada (SKgel
Amido-80, 5 um, 80 A silica) permite la separacion de compuestos polares,
basada en la formacién de puentes de hidrégeno entre un carbamoil no iénico

(amida 80) y los grupos hidroxilos de los azucares de la muestra.

El cromatograma obtenido al final de la corrida, muestra en el eje de abscisas el
tiempo de retencion (en minutos) y en las ordenadas las Unidades Relativas de
Fluorescencia (URF). El area bajo la curva de los picos seleccionados se expresa
en area total bajo la curva de los picos seleccionados. Se identificaron los picos de

interés con base en Serrato ef al. (2004) e informacion de la literatura.

Para la identificacion de picos no reportados, se revisaron las propuestas de la
literatura segun tiempo de retencion y tratamiento dado. Posteriormente, se realiz6
una digestiéon con la exoglicosidasa correspondientes a los azucares terminales
del perfil de glicosilacion propuesto. La identificacion de acido sialico terminal se
realizo colocando 10ulL de la muestra de glicanos-2AB en cuestion, 3ulL de buffer
5X (250 mM acetato de sodio pH 5) y 2.4 ulL de sialidasa (C. perfringens
recombinante, GKX-5021, Prozyme), incubando a 37°C por 16-18 h en un tubo de
600 pL. Posteriormente la enzima se precipito anadiendo 45 pL de etanol frio,
incubando por 20 minutos a -20°C y centrifugando a 8, 624 g por 10 minutos. La
muestra se seco al vacio, se resuspendio en 10 ul de agua ultrapura filirada y se

inyectd al HPLC.
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5.5. Construccion del gen roGFPZ2 con péptido sefal dirigido a trans-

Golgi

5.5.1. Seleccion del peptido senal a Golgi en celulas CHO (Cricetulus
griseus)

La construccion del gen roGFP 2,1, s basé en la amplificacion del gen de roGFP2
a partir del plasmido pEGFP-N1, con la adicion del péptido transmembranal de la
enzima «-2,3 sialiltransferasa de Cricefulus griseus al extremo N-terminal,

secuencia proveniente de CHOgenome.org (NP_001233628.1).

5.5.2. Seleccion y diseno de oligos

Para |la adicion del peptido senal se mandaron sintetizar los oligos mostrados en la
Tabla 2. Previamente, se revisd su contenido de GC, la formacion de estructuras

secundarias, homodimeros y con otras hebras.

Tabla 2. Oligos a utilizar para la construccion del gen roGFP 2.

Nombre Secuencia (5->3) Descripcién
A GTG AAT TCC TAG GLC ACC ATG Fragmento NT del péptido sefial con sitios
Avrll-NTD | GTG AGT AAA TCC CGC TGT AAG o,
TTC CTG GCC ATG CTG GCT CTG dle “?S,t”cc"’”CHg"f”b v EcoR1  para
clonacién en p 6 baculovirus.
GTC TTTGTC GTCGTC ATG G
NTD- GCT CCT CGC CCT TGC TCA CCA
TTC TGG GGC TGC TGC CGG AGA | Fragmento CT del péptido sefial con
roGFP2 TGG AAT ACC ACA CCA TGA CGA | union a extremo NT de rcGFP2.
CGA CAA AGA CCAGAG C
roGEP2- TAA CTA GTA TAC TTA CTT GTA CAG Extremo CT de roGFP2 con la adicion de
sitios de restriccion BstZ171 y Spel para
BstZ171 CTC GTC CAT GCC clonacién en pCHO o baculovirus.
Mini Avrll- Olige idéntico a los primeros 21
5 AGT GAA TTC CTA GGC CAC CAT nucledtidos del oligo Avrll-NTD. Disefiade
ro para amplificar la construccion.
pJE\L; -2 CGACTC ACT ATA GGG AGAGCG G | CloneJET PCR Cloning Kit.
pJET 1.2 | CGA CTC ACT ATA GGG AGA GCG | CloneJET PCR Cloning Kit fabricadc en
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Fwd JZB | GC IBT.
Pacl- TAG TTA ATT AAA GTG AAT TCC TAG | Disefiado para amplificar roGFP2,
roGFP2 P o o .
Fw adicionando el sitio Pacl al extremo 5
pFBGR Olige idéntico a secuencia pFBGR-EGFP
Rva JZB CTA GTACTTCTC GAC AAG C rio arriba del promotor CMV.

5.5.3. Amplificacion de secuencia codificante de péptido sefial mediante
PCR de alta fidelidad

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es un proceso que permite
aumentar el numero de copias de un segmento de ADN especifico mediante una
reaccion enzimatica in vitro. Actualmente existe una amplia variedad de enzimas
segun el producto deseado, como en el caso de la ADN polimerasa de alta
fidelidad (Phusion DNA polimerase), que se trata de una variante de la ADN
polimerasa termdfila de la familia polB, perteneciente a la especie Pyrococcus
furiosus, esta fusionada a un dominio de procesividad mejorada que incrementa la
fidelidad y su velocidad. Posee actividad polimerasa 523’ y de exonucleasa
3’25, lo que le permite generar extremos romos y corregir errores al mejorar la
especificidad por el sustrato y retirar los nucledtidos incorrectos, sin sacrificar la

velocidad de amplificacién.

En todos los pasos destinados a conseguir la secuencia completa de la
construccion fue importante mantener la misma secuencia. Dado que se presume
que la tasa de error de esta enzima es 50 veces menor que la de Tag ADN
polimerasa, fue ideal para nuestros objetivos. Los oligos Avrll-NTD y NTD-roGFP2
se traslapan aproximadamente 20 nucledtidos, por ende, pueden unirse mediante
una reaccién de PCR formando la secuencia codificante del péptido sefial a Golgi.
Se realizaron dos reacciones de PCR de 50 pul en tubos de polipropileno con
capacidad para 0.2 mL. Los componentes de la reaccion fueron los mostrados en
la Tabla 3.
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Tabla 3. Componentes de reaccion de PCR usando Phusion high-fidelity PCR master mix Thermo
Scientifc®

Compoenente Volumen (uL)

DNA polimerasa de alta fidelidad contenida en la solucidn “Phusion high
fidelity PCR master mix 2X* de Thermo Scientific ® (1 U en 50 ul), | 25
concentracion final de 1.5 mM MgCl; y 200mM de cada dNTP.

Oligos Avrll-NDT {Fwd) y NTD-roGFPZ2 (rev}) a concentracion final de 0.5

LM, partiendo de una concentracion inicial [10 pM]. 2.5 clu

H-0O libre de nucleasas. 20

La desnaturalizacion inicial fue de 30 s a 98°C, luego 98°C por 5 s, 58°C por 10 s,
72° por 15 s por 30 ciclos y finalmente 5 minutos a 72°C para la extension. La
doble hebra de aproximadamente 130 pb, resultado de la PCR anterior, se purifico
de gel mediante el kit “Agarose gel DNA extraction” de Roche® y se utilizé como
mega oligo (fwd) del gen roGFF2 contenido en el plasmido pEGFP-N1 (Tabla 4).

Tabla 4. Plasmides utilizados para la generacion del baculovirus roGFP2golgi.

Plasmido Ta(r:::)ﬁo Caracteristicas Referencia
pEGFP-N1 Hanson et al,
f0GEP?2 3626 Peowv, KanR, NeoR, SCM, gen roGFP2. 5004,
pJET 1.2 2974 f:g’(pmg';m)“"s' AmpR,  SCM,  €co47IR, | 101mo Fisher®
Pewv, Pio, AmpR, GenR SCM, gen EGFP, .
DEEEE- 7240 contiene dos ITRs VAA flanqueando el Ponzzé)ci],zet al.
promotor de CMV. |

5.5.4. Integracion del péptido sefial a Golgi al gen roGFP2

Se realizaron 4 reacciones de 50 ul de PCR afnadiendo como templado 0.6 ulL del
plasmido pEGFP-N1 (roGFPZ2) descrito en la Tabla 4, con los oligos roGFP2-
BStZ171 (rev) y el mega oligo (fwd). Previo a esto, se preparé una rampa de
temperaturas de dos en dos grados desde 60 a 68°C, para elegir la temperatura

de fusion (Tm) correcta, encontrando que a cualquier temperatura se obtenia el
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mismo patrén de bandas. La PCR se programé de la siguiente forma: la
desnaturalizacion inicial fue de 30 s a 98°C; alineamiento 98°C por 10s, 62°C por

30s, 72° por 30s por 30 ciclos y finalmente 10 minutos a 72°C para la extension.

El producto de PCR se observé mediante electroforesis en gel de agarosa al 0.8%,
se purifico la banda de peso esperado (844 pb) mediante el kit “Agarose gel DNA

extraction” de Roche® y se cuantifico por nanodrop.

5.5.5. Ligacion de roGFPZ2g.4; en vector pJET 1.2

Esta ligaciéon consiste en la unién de un vector pJET1.2 linealizado con extremos
romos, al producto de PCR anterior con extremos romos, usando el kit “CloneJET
PCR Cloning”. Sus extremos 5 estan fosforilados por lo que no necesitan primers.
Cabe resaltar que el producto de PCR fue generado por una DNA polimerasa de

alta fidelidad (Phusion DNA polimerasa), por lo que presenta extremos romos.

La ligacion se llevo a cabo con la finalidad de incluir el sitio de restriccion Xhol
contiguo al sitio de Spel del gen roGFP24, (por lo que la orientacion fue
esencial), y de mantener la construccion de un nuevo gen en un vector facil de

amplificar mediante el cultivo de la cepa que lo contiene.

Se verifico que la orientacion fuese la necesaria mediante PCR de colonia,
tomando las colonias con una punta esteéril, diluyéndolas en 20 ul de agua esteril,
calentando a 95°C durante 10 minutos y centrifugando a 12 000 g por 30 s. Se
realizo una mezcla maestra y se repartio en los tubos de PCR a los que se les
afiadieron las colonias crecidas, la composicion de la reaccién se muestra en la
Tabla 5. La programacion del termociclador fue la siguiente; desnaturalizacion
inicial fue de 3 minutos a 95°C, luego 95°C por 30 s, 58°C por 30 s, 68° por 1

minuto por 30 ciclos y finalmente 10 minutos a 68°C para la extension.
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Tabla 5. Composicion de reaccion de PCR de colonia

Componente Volumen (pl}

Buffer Thermo Pol NEB ® 10X. Concentracién final 1.5 mM MgCls, 25

Taq DNA polimerasa 0.125

10 mM de cada dNTP 0.5

BSA 10X 25
Templado DNA (Colonia) 2
Oligos pJET (Fwd) y Mini Avrll {fwd) a concentracion final de 0.5 pM,

partiendo de una concentracion inicial 10 pM. 0.5 clu
H,O libre de nucleasas. 16.375

Se analizé la secuencia del gen roGFP 254, como producto de PCR purificado de
banda (Unidad de Sintesis y Secuenciacion IBT UNAM), y después se comparé

por alineamiento mediante BLAST®.

5.5.6. Construccion def vector pFBGR-roGFPZ2,,, a partir del vector
pFBGR-EGFP

La estrategia consistio en utilizar el plasmido pFBGR-EGFP para sustituir el gen
de EGFP por el de roGFP2. A partir de este plasmido, se generé el baculovirus

EGFP con expresion exitosa en células de insecto y de mamifero.

Se eligieron los sitios de restriccion Pacl y Xhol del vector pFBGR-EFGP, dado
gue flanquean el fragmento a retirar (gen EGFP). Una desventaja del sitio Pacl es
que esta ubicado en el centro de la secuencia del promotor p10, el cual se
encarga de la transcripcion del gen de interés en células de insecto. No obstante,
el principal interés es mantener la expresion en celulas de mamifero, por lo que se

procedi6 a la construccion del vector pFBGR-roGFP2yqg;.

Se solicitd la sintesis de los oligos Pacl-roGFP2 Fw y el oligo Pjet1.2 Fwd JZB
(Tabla 2) a la Unidad de Sintesis y Secuenciacion IBT UNAM. Este par de oligos
se utilizaron para una reaccion de PCR de alta fidelidad, que amplifico el gen

roGFP2, anadiendo el sitio de restriccion Pacl en el extremo 5" y Xhol en el 3".
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Posteriormente se coloct la digestion de 1 ng del vector pFBGR-EGFP y de 3 ug
del producto de PCR anterior, en tres reacciones de 30 ulL por separado, utilizando
el buffer CutSmart 10X de NEB®, colocando en cada una 1 pL de cada enzima,

(20 U Xhol NEB®y 10U Pacl) a 37°C durante 4 h.

El producto de la doble digestion del inserto (gen roGFPZ24., Pacl/Xhol), se
purifico utilizando el kit “High pure PCR product purification” de Roche®. Una vez
gque la doble digestion del vector se verifico mediante electroforesis en gel de
agarosa, se escindio la banda correspondiente al tamano esperado para el vector
sin el gen EGFP. Acto seguido, se procedié a purificar la banda utilizando el kit
“Agarose gel DNA extraction” de Roche®. Posteriormente se efectud la ligacién
con una proporcion 1:16 (vector: inserto), a un volumen final de 20 uL, afiadiendo

los volumenes mencionados en la Tabla 6.

Tabla 8. Reaccion de ligacion del vector pFBGR con el gen roGFP24 Pacl/Xhol

Compoenente Volumen (15pL reaccién)
10X Buffer T4 Ligasa NEB® 1.5uL
Vector 8 uL (24.1 ng/pL)
Inserto 5 uL (36.6 ng/pL)
T4 DNA Ligasa NEB® 1uL
H,O libre de endonucleasas 0

La ligacion fue purificada por precipitacion con butanol, resuspendida en 10 uL de
agua estéril. La mitad de este volumen se electropord en celulas XL1-Blue y se
plate6 en cajas LB Amp (100 pg/mL). A continuacion, se selecciond la clona
positiva mediante PCR de colonia con los oligos pFBGR Rv a JZB (del vector) y
roGFP2-Bstz171 (del inserto), para confirmar que se encontraba el inserto

completo y en la direccién correcta.

Una vez encontrada la clona del producto de PCR esperado, se procedio a
purificar el plasmido y realizar pruebas del patréon de restriccion para la

confirmacion de la correcta construccion del vector pFBGR-roGFP2,.4, colocando
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las enzimas Spel y Xbal en digestion sencilla, 0.5 pg de pFBGR-roGFP2gqi
(resultado de la ligacion) y 2.1 pg del vector pFBGR-EGFP (control de restriccion),
ambas digestiones se llevaron a un volumen final de 30 uL y con 0.6 pL de la
enzima correspondiente, buffer NEB® 2.1. La ligacion y las digestiones se
simularon usando el programa Serial Cloner analizer 2.6.1, como se muestra en la
Figura 8, dado que a diferencia del vector original pFBGR-EGFP, la ligacion del
inserto roGFP2g.4i agrega un segundo sitio Spel, se espera que el plasmido sea
dividido en dos fragmentos al ser cortado por la enzima Spel, como se describe en

la Tabla 7 y en la Figura 8 B.

Tabla 7. Esquemas resultantes de la prediccién de restriccion con Spel y Xbal en los plasmidos
pFBGR-EGFP y pFBGR-roGFP2yq. Software Serial Cloner 2.6.1.

Enzimade | .pcp EGFP (Control de restriccion) PFBGR-roGFP2,0y;
resfriccion
5,299 bp - de Spel [6394] a Spel [4432]
7,240 bp - Linealizado por Spel [6373] | 1,962 bp - de Spel [4432] a Spel [6394]
20000 em— 20000 cm—
10000  com— 10000 emm—
7000 e ———— TOOD cmm—
prr s i o= T
Spel 000 — 00—
2000 e— 2000 oo —
1500  quummn 1600  quuue
1000 cm— 1000 c—
700 c— T e—
o Jp— 500 qum—
400 — 4D e—
100 co— 100 —
200 — 200 e—
4,949 bp - de Xbal [6396] a Xbal [4105] | 4,949 bp - de Xbal [6417] a Xbal [4105]
2,291 bp - de Xbal [4105] a Xbal [6396] | 2,312 bp - de Xbal [4105] a Xbal [6417]
20000 e— 20000 em—
10000 cm— 10000 cmm—
7000  — TOOD e—
Xbal i S = wp =
000 e— 000 —
000 — 000 e—
1500 | —
1000 cn— 1000 e—
T  e— T c—
o - prof—
00— " —
200 e— 00—
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4477 F1 o

2457 M13 origin
A SVAD late polyA GB61_6670

|
1

CMV promotor 6395..55 34

PFBGR-EGFP - 7240 nt

[oco s3e75388

HSV tag 4448_.44168)
T7 4300.4319
Xbal 4105

EMV promotor 6416..5459)

Lig pFBGR-Pacl roGFP Xhol - 7261 nt

~

roGFP2 golgi 4415..52746]

)

Figura 8. Simulacién de restriccion. A) Plasmido control pFBGR-EGFP B) pFBGR-roGFP24,, en
los plasmidos se muestra la ubicacion de los sitios de restriccion Spel y Xbal. Nétese que el
fragmento de 23 pb es muy pequedo para la resolucidon de un gel de agarosa al 1%. Software
Serial Cloner 2.6.1.

5.5.7. Generacion del bacmido recombinante roGFP2gqy

El plasmido pFBGR-roGFP24.4, se transformé en células de E. coli
guimiocompetentes DH10Bac™. La transformacion se incubé durante 4 h a 37°C
220 rpm en medio SOC. Después, se cultivaron 40, 100 y 300 plL en placas con
agar LB kanamicina (60 pg/mL), gentamicina {7 pg/mL), tetraciclina (10 pg/mL),
IPTG (40 pg/mL) y X-gal {100 png/mL) y se incubaron de 24 a 48 h, tiempo en el

cual se distinguieron dos fenotipos, colonias blancas y colonias azules. Ya que la
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recombinacion interrumpe la secuencia codificante de la enzima B-galactosidasa,
la cual hidroliza X-gal produciendo galactosa y 5-bromo-4-cloro-3-hidroxindol, que
al oxidarse produce una coloracién azul, las colonias que posean el bacmido
recombinante seran colonias blancas. Se seleccionaron las colonias blancas para
reestriarlas y una vez confirmada la ausencia de color, se tomd una colonia Unica
y se verificd la integracion del inserto mediante tres PCR de colonia, aplicando las

siguientes tres parejas de oligos:

a) M13 Fwd/Rev (region recombinante completa). Tamano esperado 4474 pb.

b) M13 Fwd/PaclroGFPZ2 (regién desde inicio del inserto hasta sitio de
recombinacion TnR7). Tamario esperado 2893 pb.

c) M13 Rv/iroGFP2-Bstz171 (regiéon desde final de inserto hasta sitio de

recombinacion TnL7). Tamano esperado 2 811 pb.

Cabe senalar que al amplificar la region de recombinacion utilizando los oligos
M13 Fwd/Rev, el bacmido no recombinante logra un producto de PCR de 300 pb,
mientas que la recombinacion del plasmido pFBGR-roGFP24.5 con el bacmido
resulta en un fragmento de 4474 pb. Una vez confirmado que la colonia
seleccionada posee el bacmido correcto, se procedid a extraer el bacmido a partir
de un cultivo de 2 mL. Se centrifugo a 12,000 g, se resuspendio en 300 ul de
buffer P1 Qiagen® (sin indicador azul de lisis), se anadieron 300 pL de buffer P2
Qiagen® incubando 5 minutos a temperatura ambiente (TA), lentamente se
afnadieron 300 uL de buffer N3 Qiagen ® incubando en hielo 15 minutos y se
centrifugé a 12 000 g. El sobrenadante se transfirié a otro tubo que contenia 0.8
mL de isopropanol, se mezcld suavemente, se incubd a -20°C 10 minutos.
Posteriormente se centrifugé a 12,000 g durante 15 minutos, se desechd el
sobrenadante y se hicieron 3 lavados al afadir 0.5 mL de etanol al 70% al pellet y
centrifugar a 12,000 g. Finalmente se desecho el sobrenadante y se secd a vacio
alrededor de 15 minutos. El pelet se resuspendié en 40 uL de agua estéril y se

almacend a 4 °C.
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5.5.8. Generacion del baculovirus recombinante roGFP 201

Una vez obtenido el bacmido, se procedid a la produccion del baculovirus

roGFP2404 €n células de insecto Sf9.

l. Transfeccion en células 59

Se colocaron 5x10° células de insecto $f9 en placas de 12 pozos Corning ® y se
incubaron 1 h en 1 mL de medio Sf900ll para su adherencia. Mientras tanto, se
resuspendieron 2 ng de bacmido en 50 pul de medio Grace's 1X (tubo A) y en un
tubo de poliestireno se afiadieron 20 uL de lipidos catiénicos a 30 uL del mismo
medio (tubo B). Se incubé 10 minutos, posteriormente se afiadio el contenido del
tubo A al tubo B, se agito con vortex de 1 s. Esta mezcla de lipidos con DNA se
incubd 20 minutos a TA. Las células se lavaron dos veces con medio Grace's 1X,
se anadieron 400 plL de medio, asi como los 100 uL de la mezcla de lipidos con
DNA por goteo y se incubd en un mezclador por gravedad durante 5 h. Para un
volumen final de 1 mL en cada pozo, se les agrego 0.5 mL de medio Grace's 1X
suplementado con yestolato 50X y 10 pL de antibidtico/antimicético 100X. Se
incubo 96 h a 27°C sin agitacion. Finalmente, se recolectd el sobrenadante, se

centrifugo a 8 624 g y se le anadio suero fetal bovino al 0.1%
Il Ensayo en placa. Aislamiento de baculovirus

En una placa de 6 pozos fueron cultivadas 1.5x10° células de insecto Sf9. Se
dejaron adhiriendo y se lavaron con medio Grace’s 1X. A partir del baculovirus
proveniente de la transfeccion, se realizaron diluciones 1:2, 1:8 y diluciones
seriadas (10'1, 102 y 10'3) a volumen final de 900 pL en medio Grace’s 1X. Se
afiadié una diluciéon a cada pozo. La placa fue incubada en un mezclador por
gravedad durante 4 h a TA. Inmediatamente después se prepard una mezcla de 1
volumen de medio Grace’s 2X, 0.8 volumen de agarosa al 3% y 0.2 volumen de

SFB (suero fetal bovino) a un volumen final de 3 mL por pozo. Se retird el medio
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de cada pozo y se afiadié la mezcla a 37°C lentamente, resbalando por las

paredes del pozo.

La placa se incubd a 27°C por 96 h en humedad. A continuacion, se le afiadié una
capa de 1 volumen de medio Grace's 2X, 0.98 volumen de agarosa 1.2% y 0.02
volumen de rojo neutro al 1%. Se incubd 4 h mas (o hasta que el color difunda
totalmente en la primer capa de agarosa). Finalmente se identificaron unidades
formadoras de placa dispersas (pequenos circulos incoloros de celulas muertas).
Se recolectaron succionando con una pipeta de 200 ul y se resuspendieron en
800 pL de medio Grace’s para la inoculacion en otra placa de 6 pozos con 2x10°
células/pozo Sf9, afiadiendo medio Sf900Il a volumen final de 3 mL. Esta ultima
placa se incubd 96 h a 27°C sin agitacién, después de este plazo se recolecto el

sobrenadante y células de todos los pozos y se centrifugé a 3 105 g por 10

minutos.
1. Seleccion de baculovirus roGFP2ggi

Se realizdé una transduccion de celulas CHO infectadas con el baculovirus de las
placas recolectadas en el paso anterior. Se colocaron 5x10° células CHO en una
caja de 12 pozos Corning ® y se incubaron 1 h en 1 mL de medio Cellvento 6 mM
de glutamina. En seguida, se retir6 el medio y se anadieron 450 pul de medio
Cellvento 6 mM glutamina, ademas de 50 plL del sobrenadante del virus
correspondiente a cada pozo. Se incubod 6 h a 28°C 5% CO; con un mezclador por
gravedad. Posteriormente se retiré el medio y se afiadié 1 mL de medio Cellvento
6 mM glutamina, 1 mM butirato y se incubd 24 h a 37°C en atmésfera de 5% COs.
Finalmente, el cultivo en cada pozo, se observo a traves de un microscopio de
fluorescencia con un microscopio invertido Nikon Eclipse TE300 con un objetivo
10X, la proteina fluorescente roGFP2 fue excitada a 488 nm, la luz emitida fue
colectada con el filtro DM505-Nikon Ex 455/35 BA 520 nm. Se detecto |la diferencia
en la cantidad de células fluorescentes entre pozos, seleccionando asi los virus

mas eficientes.
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5.6. Cultivo de linea celular CHO

Se trabajé con la linea de células de mamifero CHO (Chinese hamster ovary, por
sus siglas en inglés) productoras de un AcM IgG1, mismo que es utilizado para las
pruebas in vitro. Se cultivaron en medio Cellvento 200 ® suplementado con 6 mM
glutamina y se incubaron en suspension a 37°C, 5% CO,. El subcultivo de las

células se realizo cuando la densidad celular alcanzo los 2 x10° cel/mL.

5.7. Localizacion de la proteina roGFP2

Para visualizar la localizacién intracelular de la proteina roGFP2, las células CHO,
fueron cultivadas en cajas petri Fluorodish (35.5 mm diametro externo, fondo plano
de vidrio 0.17 mm de grosor), pretratadas con poli-L-lisina 0.01% (No. Cat. p4707
Sigma) para mejorar la adherencia celular y transducidas con el baculovirus
roGFP2golgi MDI 100 UFP/cel. Las células fueron lavadas con la solucion
HBSS/HEPES (Buffer Hank’'s, 10 mM HEPES pH 7.4) 36 h después de la
transduccion, incubadas 30 minutos 4°C con 5 uM del complejo ceramida-BSA
Bodipy® TR Ceramide de Thermofisher, se enjuagaron con medio frio, se
incubaron en medio Cellvento 200® 6 mM glutamina fresco 37°C por 2 h y se

lavaron una vez mas.

Durante la adquisiciéon de imagenes, las células se mantuvieron dentro de la
camara LiveCell™ a 37°C 5% CO, en medio Cellvento 6 mM glutamina. Las
imagenes se realizaron en un microscopio confocal Olympus FV1000 Multi-
fotdnico tipo 1X81 Invertido, equipado con el objetivo UPLSAPO 60X S NA: 1.3
software Confocal Olympus. roGFP2 fue excitada con la linea 488nm del modulo
de diodo laser de la marca Voltran Technology Inc y un filtro de emision BP 505-
525. Por otro lado, el fluoréforo Bodipy ® TR Ceramide se excité a 543nm usando
el laser HeNe(G) seleccionado mediante el sistema AOTF (Tipo Fibra-Dual). Su
emision fue colectada con el filtro BP 610/50 y detectada a traves de un sistema

de fotomultiplicadores. Se tomaron 23 stacks a 1 um de espesor. La adquisicion
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de estas imagenes se realizd en el Laboratorio Nacional de Microscopia Avanzada
(LNMA).

Para el analisis de imagenes y colocalizacion, se utilizé el programa FIJI
(Schindelin ef al, 2012), se aplico segmentacion mediante el metodo de Otsu
(Otsu, 1979) ajustado al canal verde para definir los pixeles de interés. La
colocalizacién del objeto de interés se comparé aplicando los métodos de
Pearson, Manders (Manders et al. 1993) y Li (Li et al. 2004).

5.8. Medicion de potencial redox mediante roGFP2 en Golgi

Se transdujeron 0.5x10° células CHO por pozo con el baculovirus roGFP2 g4 MDI
100 UFP/cel, crecidas en cajas petri Fluorodish de (35.5 mm diametro externo,
fondo plano de vidrio 0.17 mm de grosor), previamente tratadas con poli-L-lisina
0.01% (No. Cat. p4707 Sigma) para mejorar la adherencia celular. Se incubaron a
37°C 5% CO2 en medio Cellvento 6 mM glutamina, durante 24 h para obtener una

expresion de roGFP2 en Golgi, por lo menos en 50% de las células.

Las cajas se montaron en un microscopio confocal de disco giratorio 3| Marianas,
dentro de una camara a 37°C con una atmédsfera de 5% CO,. Todas las imagenes
fueron colectadas con un microscopio confocal invertido Zeiss Observer Z.1 de
disco giratorio Yokogawa CSU-X1, con un objetivo PIn Apo 63X/1.4 Oil DICIII. La
proteina fluorescente roGFP2 fue excitada con los laseres 405 y 488 nm durante
un tiempo de exposicion de 750 y 30 ms, respectivamente. La luz emitida por
ambas lineas fue colectada con el filtro de emision FF01-525/30. Las imagenes
fueron adquiridas con una camara EMCCD Andor Ixon 512x512 pixeles,
controlada con el software SlideBook 6, con un lapso de tiempo de 30 s entre
imagenes. La adquisicion de estas imagenes se realizé en el Laboratorio Nacional

de Microscopia Avanzada.

Para encontrar la respuesta a la maxima reducciéon de roGFP2 en Golgi, se capto

su emision en condiciones basales, con 1 mL cultivo durante 20 minutos.
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Posteriormente, se pausé la adquisicion para afiadir cuidadosamente 500 uL del
agente reductor DTT 30 mM para una concentracion final de 10 mM, se reanudo la
adquisicién de las imagenes durante 20 minutos mas. Finalmente, se realizé otra
adicion de 500 ul de DTT 170 mM para una concentracion final de 50 mM y se
continué adquiriendo 20 minutos. De igual manera se procedié para conocer la
respuesta a la maxima oxidacion de roGFP2 en Golgi, con H20,. Obteniendo una

serie de tiempo de 1 h y 120 imagenes para cada condicion.

Las series de imagenes adquiridas mostraron grupos de células con fluorescencia

en Golgi. Para el analisis de estas imagenes existieron dos puntos a considerar:

¢ La eliminacion de los pixeles de fondo.

¢ La observacién de las células que aparecen en foco.

Para separar el brillo correspondiente a Golgi, de los pixeles de fondo, se aplicé
una umbralizacién usando el método de Otsu (Otsu, 1979). Este método permite
encontrar el nivel de gris, que separa un conjunto de pixeles de una imagen en
dos clases, con la minima varianza interna y la maxima varianza entre ellas, en
otras palabras, cada clase debe tener la minima dispersién posible, lo que permite
la maxima varianza entre los segmentos que separan las clases. El nivel de gris
que cumple este criterio, se llama “valor umbral” (en inglés threshold). Para la
series de tiempo adquiridas, se optd por aplicar este proceso a la imagen completa
en el canal verde, y no en el azul, ya que la fluorescencia es mayor excitando a
488 nm, por lo que el histograma que presenta los pixeles de interes y de fondo en
el canal verde, permite diferenciar las dos distribuciones de pixeles y encontrar el

nivel de gris éptimo (Figura 10, paso 3).

A partir de la segmentacién por Otsu se registrd la posicién de los pixeles con
niveles de grises mayores que el valor umbral, es decir los pixeles pertenecientes
a la fluorescencia de roGFP2 en Golgi. Luego, se registro el nivel de gris de estos
pixeles en el canal azul y verde, es decir, la intensidad de fluorescencia de
roGFP2 captada al excitar a 405 y 488 nm, respectivamente. Estas intensidades

se compararon utilizando el cociente R resultante de la Ec. 2.
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(2)

Lyo5 Oxidacion
I8 Reduccion

R

Como resultado, se obtuvo una lista de pixeles de interés con un valor del “R” por
cada pixel. Ademas, se generd una matriz numerica que presenta el valor R en la
posicion de cada pixel de interés multiplicado por la profundidad de pixel de la
imagen de 8 bits. Como se ilustra en la Figura 9, al visualizar la imagen con un
gradiente de colores similar al de un mapa de calor, donde 0 es maximo reductor y
amarillo es oxidante, es posible observar el cambio de R, con respecto al tiempo y

el espacio.

Figura 9. Ejemplo de representacion de potencial redox en Golgi. Gradiente de colores azul menor
R (reductor) y amarillo mayor R (oxidante).

Para representar del valor numeérico de R, se aplico una grafica de cajas por
imagen. Esto permitié visualizar el cambio de la dispersién los valores de R a lo
largo del tiempo, informacién que no habria sido visualizada al colapsar la

representacion de los datos al valor del promedio de los cocientes R por imagen.
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Para realizar el analisis de estas imagenes se disefid un algoritmo, desarrollado
por el Dr. Arturo Pimentel en el Laboratorio Nacional de Microscopia Avanzada. El
algoritmo recibe como elemento de entrada la serie de tiempo separada en el
canal verde y el azul, y como resultado entrega una lista con los valores de R de la
poblacion de pixeles correspondientes a Golgi por imagen, y como se menciono
antes, una nueva serie de tiempo con imagenes cuya matriz de niveles de grises

es proporcional a R. Este procedimiento se ilustra en la Figura 10.

Segmentacion por método de Otsu en
canal verde. Se obtiene el limite de
nivel de gris para separar los pixeles
4 correspondientes a Golgi (nivel de
gris superior al limite), de los pixeles
de fondo.

3\

Serie de nuevas imagenes que muestran el R
de cada pixel en tiempo y espacioreal.

Se colecta la posicion
de los pixeles que
forman el Golgi en el
canal verde (xy) vy
luego su nivel de gris
en el canal verde vy
azul (I4SB e |405). Se
calcula el cociente R
por pixel.

Figura 10. Etapas del algoritmo disefiado para el analisis de las imagenes.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION.

6.1. Produccion de roGFP2 y purificacion por cromatografia de

afinidad a niquel

Como resultado del cultivo de 750 mL de la cepa Escherichia coli BL21(DE3)
roGFP2, se obtuvieron 7.2 g de biomasa, logrando un rendimiento final de 0.071 g

de roGFP2 por litro de cultivo, como se muestra en la Tabla 8.

Tabla 8. Rendimientos logrados a partir de la purificacién de roGFP2.

Proteina | Concentracion - -
Etapa total de proteina Rendimiento | Rendimiento
(mg) total mg/mL a por paso % global %
Extractocrude | 1745 17.45 - 100%
Sonicado 39.69 4.41 23% 23%
Cromatografia
de afinidad 7.98 1.14 20% 5%
Dialisis 5.32 076 67% 3%

? Concentracion de proteina total por pase.

El peso reportado para roGFP2 segun su estructura cristalografica fue de 26.8 kDa
(PDB: 1JC0/1JC1 estructura en forma reducida y oxidada, respectivamente)
realizada por Hanson et al. (2004). La secuencia de roGFP2 expresada en E. coli
contiene 37 aminoacidos adicionales en el extremo amino, que incluye 6 histidinas
y un sitio de corte de enteropeptidasa bovina, lo que aumenta el peso de la
proteina recombinante a 31 kDa (Expasy). En el gel SDS-PAGE de la Figura 11-B,
los carriles que contienen las muestras de roGFP2 purificada y dializada, muestran
dos bandas probablemente resultado de degradacién por protedlisis. No obstante,
se verificd que hubiese proteina funcional al determinar su fluorescencia. La
Figura 11-B muestra que se realizo un barrido del espectro de excitacion desde
300 a 500 nm, recibiendo a una %.m de 510 nm para distintas condiciones redox,

obteniendo el espectro de excitacion tipico de roGFP2, el cual, presenta distintos
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niveles de intensidad de fluorescencia a las longitudes de onda 405 y 488 nm,
segun el grado de oxidacion de roGFP2.

No No
A Son afin Sol Ex D1 D2 E M
. | . A |

kDa

80
60

W50
40
5 roGFP2
v' 8 31 KQQ
25

20
15

10

300 T

——T8S
——H2021uM
250 ——H2020.1mM
——H2021M
200 ——DTT10nM
——DTT1uM
£ o ——DTT0.1mM
> ——DTT1mM
——DTT10mM
100 ———DTT 100 mM

—DTT 300 mM

Blanco TBS
50

~Blanco DTT 100 mM

Blanco 0.1 mM H202

300 350 400 450 500
Longitud de onda (nm)

Figura 11. Purificacion de roGFP2 y verificacion de funcionalidad. A) Gel SDS-PAGE de las
fracciones recolectadas durante la purificacién de la proteina roGFP2. Son: Muestra del cultivo
sonicado. No afin: Muestra de la fraccion no afin a la columna de cromatografia. No Sol: Fraccion
no soluble del sonicado. Ex: Extracto total. D1: Dializado prueba. D2: Repeticidn didlisis E: Fraccién
eluida en la cromatografia. M: Marcador BenchMark Life Technologies® B) Comparacion del
espectro de emision de roGFP2 a distintas concentraciones de DTT y H,05.
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6.2. Determinacion del grado de oxidacion de roGFP2 en TBS.

La determinacion del grado de oxidacion de roGFP2 (OxDrscrr2) s€ efectud a partir
de la relacion entre los picos de las longitudes de onda 405 y 488 nm del espectro
de excitacidon una vez que se observd que la relacion entre ellos era constante a

traves del tiempo, es decir, cuando llego al equilibrio, utilizando Ec. 3.

(3)
R — R'red

OxDyogrp2 =

Ii“:::; (Rox = R) + (R = Rreq)

Donde R se refiere al resultado de |a division entre |a intensidad de fluorescencia a
las longitudes de onda 405 y 488 nm para cada condicion del experimento,
lassox/lassred- Rred ¥ Rox cOrresponde a la razdn entre la intensidad de los picos de la
proteina totalmente reducida y totalmente oxidada, en este caso usando 0.3 M
DTT y 1 M H2Og, respectivamente. Los valores de las variables se muestran en la
Tabla 9.

Tabla 9. Parametros para el calculo de OxDogeeo.

Reducida (0.3 M DTT} | Oxidada (1M H,0;}
Intensidad 405 nm 13.641 33.443
Intensidad 488 nm 195.411 86.542
R= lyos5/lass 0.070 0.386
Lgson/ lassred 0.443

Tabla 10. Valores de las constantes en la ecuacidn de Nernst para las condiciones del experimento

E*roGFP2 (mV)| -280
T (°K) 310.15

R (Cal/K.mol) 1.987
F (cal/mV.mol) | 23.06
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A partir del calculo del OxD..crp2, se realizé el calculo del potencial redox usando
los datos mostrados en la Tabla 9 y Tabla 10, para ser sustituidos en la ecuacion

de Nernst (Ec. 4) descrita en funcion del grado de oxidacion del sensor.

o RT (1= 0xDyogrp2
EroGrp2 = Erogrpz — ﬁln( =

OxDyogrp2,,

El valor -280mV representa el promedio de los valores de potencial redox estandar
de roGFP2, reportados por varias calibraciones del sensor in vifro, que coinciden
con la medicidon de -272 mV y -287 mV (Hanson et al, 2004; Dooley et al, 2004).
Cada concentracion de los agentes oxido reductores permitieron calcular el grado
de oxidacion de roGFP2 en relacion a su potencial redox, como se muestra en la

Figura 12.

10 nM DTT

- 1.00

H202 0.1mN |
DTT 1 mM

0.80

0.60

OxD roGFP2

- 0.40

- 0.20

10 mM DTT :

L] . - Lt ! 000
-350.00 -300.00 -250.00 -200.00
E(mV)

Figura 12. Relacién entre potencial redox (E) y el grado de oxidacién del sensor (OxDroGFP2). Las
lineas rojas representan los limites de medicion de roGFP2 (Meyer y Dick, 2010).
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Se encontrd que concentraciones de 0.1 a 10 mM DTT generan potenciales redox
dentro de la ventana de medicién del sensor, y pueden ser aplicadas para evaluar
su efecto en la estructura terciaria y sialidacion del AcM. Es importante recalcar
que cambios del grado de oxidacién menores al 5% o mayores al 95% del maximo
no caen dentro de la escala de medicion del sensor, por lo que no es posible
precisar el potencial redox de las soluciones que provocan grados de oxidacion

cercanos a los limites -320 y -240 mV (lineas rojas en Figura 12).

Como se ilustra en la Figura 13, existe una reduccion y oxidacion de los puentes
disulfuro de roGFP2,,/roGFP2,.4 en el buffer TBS con el paso del tiempo. Esto
sugiere que la molécula reductora DTT, también podria estar medificando su

equilibrio DT Tyx/DTT,eq con el paso del tiempo.

-200
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
-220
TBS < -240 mV
—~ =240
=
E
o -260
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Figura 13. Cambio de potencial redox de roGFP2 a distintas cancentraciones de DTT con respecto
al tiempo. La medicién de TBS se encuentra en el limite de oxidacidn de la proteina sensora por lo
que en este trabajo su potencial redox se decribe como >-240 mV.
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6.3. Evaluacion del efecto del potencial redox en la estructura

terciaria de un AcM.

La fluorescencia intrinseca del IgG1 humano puede incluir alrededor de 42
tirosinas, 38 fenilalaninas y 20 triptéfanos, distribuidos a lo largo de sus dominios
constantes. Como se observa en la Figura 14, en la region Fc se encuentran 8
triptéfanos, 4 de ellos cerca de cisteinas que forman puentes disulfuro
intracatenarios. La fluorescencia de estos aminoacidos es una herramienta
esencial para el estudio de proteinas, dado que responde a cambios en el
ambiente hidrofébico o hidrofilico que lo rodea. Por ejemplo, Yang et al. (2015)
reportaron que a través de la fluorescencia intrinseca del BSA, es posible
monitorear la formacion de agregados amorfos, inducidos al aplicar 10 mM DTT en
condiciones cercanas a las fisiolégicas, pH 7.2 y 37°C. La repeticiéon del
experimento de Yang et al sirvid como referencia procedimental del
comportamiento de la fluorescencia intrinseca. Los resultados pueden consultarse
en la seccién anexos 10.2 y 10.3. Por otra parte, la evaluacion del efecto de
distintas condiciones redox en la estructura terciaria del AcM requirié cinéticas de

10 minutos, 7 y 15 dias, para observar cambios en la estructura terciaria del AcM.

Figura 14, Estructura de 1gG1. Cristalografia de 1gG1 humano expresado en Cricetulus griseus
tomado de PDB 1HZH (Saphire et al. 2001). Esferas con enlaces naranja corresponden a puentes
disulfuro, Esferas con enlaces azul celeste ilustran triptéfanocs.
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La relacion entre el potencial redox y la concentracion de DTT en el buffer TBS,
ilustrada en la Figura 12, muestra que las concentraciones de 1, 3 y 10 mM
generan potenciales redox de -292.3, -298.6 y -316.3 mV, respectivamente.
Aplicando estas condiciones al IgG1 y monitoreando su fluorescencia intrinseca
durante 10 minutos y luego a lo largo de una semana, se obtuvieron las cinéticas
mostradas en las Figura 15 y 16. Notese que la linea roja en cada grafica
corresponde al valor del CME de un IgG1 desnaturalizado, exponiendo sus
triptéfanos en un ambiente hidrofilico. Por el contrario, la linea negra indica el
estado nativo de los triptéfanos de la proteina (IgG1 sin tratamiento). Como se
observa en la Figura 15, durante los primeros 10 minutos no hay desplegamiento
de la estructura terciaria en ninguno de los tratamientos con DTT, incluso a la

concentracion de 100 mM DTT (potencial redox altamente reductor).

354 o fos | e| ™ | 2|
351 ® [gG1 nativo
E TmM
g 348 -« 10mM
1 -+ 100mM
g 345 ! -+« |gG1 desnaturalizado
| - - | 3
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339
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Figura 15. Efecto de DTT en los primeros 10 minutos de incubacion a 37°C. Las concentraciones
mencionadas corresponden a DTT.

Posteriormente, la cinética de una semana, ilustrada en la Figura 16, senala que el

tratamiento de IgG1 a -316.3 mV (10 mM de DTT) induce la exposicion de los
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aminoacidos aromaticos a un ambiente mas hidrofilico que el inicial, lo cual
sugiere un relajamiento de la estructura terciaria del IgG1. La comparacion entre el
desplegamiento a del IgG1, sometido a potenciales redox de -298.6 y -316.3 mV
(3y 10 mM DTT) se observa en la Tabla 11, con el analisis del corrimiento total del
CME entre tiempos de interés. La Figura 40 en la seccion anexos 10.3 ilustra los
espectros de emision de los triptofanos en el IgG1 que generaron los CME de la

cinética de 7 dias.

Tabla 11. Cemparacion de diferéncias en el desplegamiento de 1gG1 a distintas condiciones redox.

Condiciones redox mV
> =240 -298.6 -316.3

ACME nm (CMEy-CME,) 0.55 +0.27 156 +0.7 2.85+0.07°
ACME nm (CME-CME,5) 067 +£0.16 1.91 +0.04 356+033°

ACME total nm (CME,- 1054105 | 250010 | 4.83+0.40°
CME+¢s)

Aplicando una prueba t-student, se encontro que existe diferéncia significativa al 95%, entre las
medias de |los tratamientos sometidos a un potencial redox de >-240 mV y -316.3 mV:

? p=0.00208 -2.932<IC<-1.674

P p=0.00092 -3571<IC<-2.212

© p=0.01526 -6.060 <IC < -1.509

Parametro

Ademas, se propuso probar 2-mercaptoetanol (BME) como otra especie reductora
capaz de lograr la reduccion total de puentes disulfuro. Se realizé un ensayo de
oxidacion de roGFP2 con BME 0.1 y 0.5 M ( -316.3 mV y condiciones altamente
reductoras, respectivamente). La cinética en funcion de la fluorescencia de todos
los aminoacidos aromaticos observada en la Figura 16-B, enfatiza las tendencias
obtenidas por efecto de las condiciones redox presentadas al IgG1.
Particularmente las cineticas correspondientes a los tratamientos con BME
muestran que el CME del IgG1 se desplaza a valores menores que el inicial y con
respecto al IgG1 nativo, indicando que los aminoacidos aromaticos se encuentran
en un ambiente mas hidrofébico, probablemente provocado por la agregacion de

las moléeculas.
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Figura 16. Efecto de 2-mercaptoetanol y DTT en CME de IgG1. Cinética de cambic de CME de
fluorescencia intrinseca de un IgG1 sometido a condiciones reductoras cuando A) la longitud de
onda de excitacion es 295 nm y B) la longitud de onda de excitacion fue 280 nm.,

Al observar el desplegamiento del IgG1 en presencia de 10 mM de DTT surge una
cuestion importante; qué tan grande es la diferencia entre el cambio
conformacional de la estructura terciaria del IgG1 sometido a 10 mM de DTT

comparada con el IgG1 sin tratamiento. Los impactos de estos cambios
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conformacionales en el IgG1 no se pueden precisar, sino hasta evaluar la
capacidad de transferencia de acido sialico por la enzima «(2,6)-sialiltransferasa,
la cual interviene justo en el dominio Cn2 del IgG1. De manera que, Unicamente se
sugiere que el relajamiento de la estructura terciaria en el dominio Cy2 podria
aumentar la sialidacién. En relacién a esto, en un estudio realizado por Hongcheng
y colaboradores (2010) en el que se desnaturalizo IgG1 mediante un gradiente de
GnCl, se encontré que el dominio mas vulnerable al desplegamiento, es el Cy2.
Esto propone que el cambio de fluorescencia intrinseca observado en la Figura 16,
podria estar iniciando con el relajamiento de la estructura terciaria del dominio

Cn2, como efecto de las condiciones redox aplicadas.

Al explorar el diametro hidrodinamico del IgG1 después de 10 minutos de
incubacion (Figura 17), se observo que ninguno de los tratamientos con DTT (1,
10 y 100 mM) tuvo diferencias significativas con respecto al IgG1 nativo. La
visualizacion detallada de estos tratamientos se encuentra en Anexos 10.1. De
manera consistente al resultado anterior, el seguimiento del diametro promedio del
IgG1 incubado con 3 y 10 mM de DTT por tres dias (Figura 18), indica que el
tamano de las particulas se mantiene estable o con una variacion minima con
respecto al IgG1 incubado en ausencia de DTT. Esto sugiere que la relajacion de
la estructura terciaria en el AcM, al ser incubado a -316.3 mV, no generd un
cambio apreciable en el diametro de la particula. Por el contrario, la incubacién del
IgG1 en presencia de 0.1 y 0.5 M de BME produce particulas con un diametro
hidrodinamico promedio desde 500 a 5000 nm. Al comparar esto con el
comportamiento del CME de las cinéticas de la Figura 16, en la que se observa
gue el CME tiende a moverse a longitudes de onda de mayor energia que el punto
inicial, se sugiere que en este caso el IgG1 forma agregados del orden de
micrometros de diametro que sumergen a los friptofanos en cavidades
hidrofobicas, por ende, los aminoacidos aromaticos emiten a longitudes de onda

de mayor energia.
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Figura 17. Efecto del DTT en el tamafio del AcM a los 10 minutos. Diametro hidrodinamico de IgG1
analizado por dispersion dinamica de luz. 1IgG1 incubado 10 minutos a 37°C. 1gG1 37°C: control sin
DTT. IgG1 sin tratamiento: sin incubacion a 37°C. 1gG1 desnaturalizado con 4.5 M Guanidina.
Condiciones oxidantes relativas a las mediciones realizadas con roGFP2 {Figura 7).
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Figura 18. Efecto del DTT y BME en el tamafio de un AcM a lo largo de 3 dias. Diametro promedio
segun intensidad, la linea roja muestra el control positivo de maximo desplegamiento de la
molécula y la linea negra el IgG1 nativo. A) Comparacion entre controles y muestras tratadas con
DTT. B) Comparacion entre confroles y muestras tratadas con BME.
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Se realizd una electroforesis en gel de gradiente de acrilamida prefabricados
marca Bio-Rad ® (Num. Catalogo 456-1093), en el cual se cargaron 6 ug de IgG1
inmediatamente después de incubar 10 minutos a 37°C en buffer TBS con un
rango de 0 a 100 mM DTT, y se corrio a 120 mV durante 2.5 h. Ademas, se realiz6
un SDS-PAGE, 24 h despues de la incubacion IgG1 a -316.3 mV a 37°C (Figura
20). El resultado de ambos geles muestra que la reduccion del IgG1 es parcial
desde los primeros 10 minutos y se conserva por 24 h, lo cual concuerda con el

mantenimiento del estado reducido de la proteina roGFP2 (Figura 13).

D&R D
SDS + o+ - - - -
T + 0 01 05 075 1 10 100
eductor — BME) - mM DTT

kDa

15 -

= 17 8 L —

Figura 19. Grado de reduccion de IgG1 a los 10 minutos a distintas concentraciones de DTT. IgG1
en condiciones no desnaturalizantes, incubado a 37°C en presencia de DTT. D&R: Control de IgG1
completamente desnaturalizado y reducido. D: Control de IgG1 en buffer desnaturalizante no
reductor.
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Figura 20. Grado de reduccién de IgG1 a las 24 h a 10 mM DTT (-316.3mV). IgG1 en condiciones
no desnaturalizantes tratado con DTT durante 24 h a 37°C. D&R: Control de IgG1 desnaturalizado
y reducido durante calentamiento. D: Control de IgG1 en buffer desnaturalizante no reductor.
Reacciones por triplicado.

En el gel de acrilamida de la Figura 19, se observa el IgG1 totalmente reducido en
el primer carril, mostrando dos bandas correspondientes a la cadena pesada (50
kDa) y a la ligera (25 kDa), el siguiente carril muestra que el SDS sin previa
incubacion con un agente reductor, no es capaz de liberar sus cadenas y forma
compuestos de gran tamafo que no son capaces de migrar a través del gel. El
gradiente de concentraciones de DTT, revela la separacion gradual de las
cadenas ligeras. Sin embargo, no muestra liberacion de la cadena pesada, ni
siquiera con una concentracion de 100 mM DTT.
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Después de 24 h de incubacion a -316.3 mV, se observa una banda tenue de
entre 75-80 kDa, posiblemente resultado de la separacion entre las dos cadenas
pesadas aun unidas a su cadena ligera. Se propone que los eventos de reduccion
de los puentes disulfuro que unen a las cadenas pesadas son mucho menos
probables que los de reduccion de las cadenas ligeras, dado que el DTT no es
capaz actuar dentro de cavidades hidrofobicas (Cline et al. 2004). Comparando
estos hallazgos con los resultados de CME, se sugiere que el efecto del potencial
redox reductor induce la reduccion de algunos puentes disulfuro desde los
primeros 10 minutos, sorprendentemente, estos eventos no provocan un efecto
inmediato en cambio en el ambiente hidrofilico/hidrofébico de los triptéfanos del
IgG1. Se ha documentado que existe gran abundancia de prolinas en la secuencia
de la cadena constante del IgG1. Sabiendo que una de las caracteristicas
principales de este aminoacido es su limitada libertad de rotacion (Schimmel y
Flory 1967), podria suponerse que la resistencia al cambio se deba a su presencia
en las asas, manteniendo una rigida conformacion (-sandwich. Ademas, se sabe
gque el plegamiento nativo del 1gG1 inicia por una isomerizacién de Pro35 a la
configuracién cis en el dominio Cy3 (Thies et al. 1999) dentro de la célula. Esta
reaccion se lleva a cabo por la enzima peptidil prolil isomerasa (PPl) y de una
manera mas lenta, esta reaccion puede llevarse a cabo por cambios de pH o
fuerza ionica (Zhang et al. 2002). Cabe mencionar que la estabilidad del IgG1 en
el buffer TBS a lo largo de la cinética demuestra que las caracteristicas
fisicoquimicas del mismo no inducen un cambio conformacional Figura 16, por lo
gue se descarta que el cambio en el ambiente hidrofilico de los triptéfanos en el
IgG1 sometido a 10 mM de DTT, surja de un fendmeno provocado por la
isomerizacién de prolinas, de manera independiente a la presencia del DTT. Se
propone que el potencial redox reductor (-316.3 mV) en el IgG1 provoca su
reduccion parcial, con la pérdida de la estructura cuaternaria, seguido de la
relajacion lenta y moderada de su estructura terciaria hasta alcanzar un 40% de
desplegamiento, con respecto al desplegamiento maximo observado para el 1gG1

en Guanidina.
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6.4. Evaluacion del potencial redox en la sialidacion del AcM.

Segun la literatura, a pesar de la diversidad entre sialiltransferasas, las posiciones
del sustrato donador y el aceptor coinciden dentro del sitio catalitico (Meng et al,
2013; Kakuta et al, 2008). Como se observa en la Figura 21-A, el mecanismo
propuesto para ST6Gal1l de humano, describe que la formacién de un puente de
hidrogeno entre Pro320 y His370 favorece que el atomo N* de His370 actlie como
base catalitica, que desprotona el hidroxilo-6 de la galactosa terminal, produciendo
un O6 altamente nucledfilico, la Ser323 forma dos enlaces de hidrégeno con los
oxigenos del grupo carboxilico del CMP-acido sialico, y lo posiciona para que
reaccione con la galactosa activada (desprotonada); posiblemente, la formacion de
estos dos puentes de hidrégeno favorecen transferencia de carga (electrones)
lejos del C2 del acido sialico, aumentando su caracter electrofilico, y favoreciendo
el ataque nucleofilico del 06, lo que resulta en el enlace glicosidico a(2-6) entre el
acido sialico y la galactosa (Kuhn et af, 2013). En base a lo anterior,
primeramente, se considerd cuantificar la transferencia de acido sialico bajo la
condicion redox que indujo mayores cambios en la estructura terciaria del IgG1 10
mM DTT (-316.3 mV). Se empleo el metodo descrito por Wu et al. (2011), el cual
consiste en cuantificar, por medio de verde malaquita, el fosfato liberado por una
5’nucleotidasa (CD73) a partir de CMP, que a su vez se libera después de la
transferencia de acido sialico a la galactosa aceptora, como se muestra en la
Figura 21-B. La estequiometria de la reaccion acoplada es 1 mol galactosa: 1 mol

acido sialico: 1 mol CMP: 1 mol P,.
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Figura 21. Descripcidn de reaccion de sialidacion. A) Mecanismo de reaccién de ST6Gal-1. Kuhn et
al, 2013. B) Principio de ensayo de actividad de sialiltransferasa. Kit R&D Systems®. (1) Se coloca
el donador CMP-Ac. sidlico con la proteina aceptora y la fosfatasa en determinado volumen. (2) Se
anade la sialiltransferasa. (3) La fosfatasa libera el fosfato proveniente del CMP, producido por la
transferencia de cada sialico a la proteina, el Pi reacciona con verde malaquita modificando su
absorbancia a 620 nm.

Para realizar este ensayo se adquirio el paquete “Sialyltransferase activity” de
R&D Systems ®, pero después de obtener resultados incongruentes, el uso de
este sistema se descartd. Los resultados y discusion de este analisis se
encuentran en la seccion de anexos 10.5. Debido a lo anterior, la cuantificacion de
acido sialico transferido se basd unicamente en el analisis del perfil de
glicosilacion del IgG1 después de cada tratamiento. Se disefiaron tres conjuntos
de tratamientos nombrados como “Experimentos A, By C” y descritos en la Tabla
12.
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Tabla 12. Reacciones de sialidacién conjunto de experimentos “A, B y C”.

Pre-
Descripcion de reaccién (4 h de tiempo de reaccién) Codigo (Lgn?c;ll) (?nTMT) incu(bha)cién
Sialiltransferasa acoplada a fosfatasa AT 4 0 24
CMP-acido sialico + IgG1 —» IgG1-acido sialico+ CMP A2* 4 3 24
SiaT | co73 A3” 4 10 24
Citidin +Pi i 1 - s
B2 4 10 24
B3 0.8 0 24
Sialidacion B4 0.8 10 24
CMP-acido sidlico+ IgG1 — IgG1-acido sialico+ CMP BS5 0.8 0 48
gl B6 0.8 3 48
B7 0.8 10 48
Tiempo
Descripcion de reaccién (24 h de pre-incubacion) Cadigo (:19“?02“ (?nTMT) rea(chc;!:Sn
G1¥ 4 0 4
Sialidacién Co* 4 10 4
CMP-acido sialico+ IgG1 — IgG1-acido sialico+ CMP Ca3x 0.8 0 4
SiaT c4* 0.8 10 4
Cc5” 0.8 0 1
Ce” 0.8 10 1

Tratamientos con (*) reaccién Unica y (**) reaccion por duplicado. El resto de las reacciones se

hicieron por triplicado.

En la Tabla 12 se pueden observar cuatro variables: concentracion de DTT,
tiempo de pre-incubacién, tiempo de reaccion y concentracidon de AcM. La
cantidad de AcM afiadida se sujetd a dos valores 0.8 y 4 nmoles. El primer valor
corresponde a la minima cantidad de AcM procesable para analisis del perfil de N-
glicosilacion por HPLC (100ug), mientras que 4 nmoles de AcM ofrece mayor
cantidad de sustrato aceptor (galactosas) en la reaccion. Como se observa en la
Tabla 13, de acuerdo con el perfil de glicosilacion de este AcM, tedricamente en

los tratamientos se anaden 229.6 o 1 148 pmoles de galactosas.
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Tabla 13. Calculo de picomoles de galactosa equivalentes a un nanomol de AcM afiadido a la
reaccion con base en el patron de glicosilacién del anticuerpo utilizado.

AcM afiadido Galactosa en Galactosa en Galactosa
{(nmol} G1 {pmol} G2 {pmol} total (pmol})
1 240 47 287

Estudios previos han descrito el perfil de N-glicosilacion presente en un anticuerpo
y el orden de elucion de cada moléecula por HPLC (Serrato et al. 2004). La
proporcion de estos N-glicanos puede variar entre anticuerpos, linea celular y
cultivo, para el anticuerpo IgG1 usado en este estudio, el perfil de glicosilacion se
describe en la Tabla 18 y Figura 48 de la seccion de Anexos 10.6. En base a esta
informacion el analisis de las reacciones de sialidacion en cada tratamiento siguié

el siguiente orden:

1. lIdentificacion de los picos nuevos segun el perfil de N-glicosilacion del AcM.
Cuantificacion de la abundancia relativa de cada N-glicano.
Comparacion del rendimiento de N-glicanos sialidados obtenido en cada

tratamiento.

El “experimento A" corresponde al disefio experimental establecido para el uso del
paquete “Sialyliransferase activity”, este conjunto de tratamientos se describe a
detalle en la seccion de anexos Tabla 17. Cabe mencionar que las reacciones B1
y B2 son un friplicado de las reacciones A1 y A3. Primeramente, Los N-glicanos
provenientes de los tratamientos A1, A2 y A3 se purificaron para la derivatizacion
fluorescente. Como se ilustra en la Figura 22, los cromatogramas de cada
tratamiento se compararon, encontrando asi picos que sobresalen de la

referencia, es decir, del IgG1 no tratado (linea negra).
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Figura 22. Perfiles de glicosilacion después de sialidacion acoplada a fosfatasa obtenidos por
HPLC fase normal (experimento “A”). La estrella sefnala los nuevos picos posiblemente
correspondientes a N-glicanos sialidados.

Se ha reportado la elucién de N-glicanos sialidados a unidades de glucosa (UG)
mayores a 7.5 (Royle et al. 2006). Ademas, considerando que la separacion de
compuestos polares se basa en la formacidn de puentes de hidrégeno entre un
carbamoil no iénico y los grupos hidroxilos de los azlcares de la muestra, se
espera que los N-glicanos mas complejos, como los sialidados, tengan mayor
tiempo de retencién. En este contexto, los picos sefialados con estrella en la
Figura 22, podrian corresponder a N-glicanos sialidados. Noétese el caso de la
muestra A3, que presenta una estructura eluida a 4.48 UG, la cual, podria
corresponder a N-glicanos paucimanosa, segun su tiempo de retencién y con

respecto a la Tabla 18 (seccidn de Anexos).

Para confirmar la identidad de estos nuevos picos, se procedidé a realizar una
reaccion con sialidasa (C. perfringens recombinante) y a-manosidasa (Jack bean).
La primera cataliza la hidrélisis de enlaces a(2-3,6,8) entre una galactosa un acido
sialico terminal del N-glicano, la segunda enzima cataliza |a hidrélisis de enlaces
a(1-2,3,6) de la manosa terminal unida al N-glicano. Posteriormente, las muestras
se analizaron y se compararon como se ilustra en la Figura 23.
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Figura 23. Cromatograma HPLC. Perfiles de glicosilacién después de sialidacién in vitro vy
desialidacion. La linea azul muestra el 1IgG1 sialidado con 10 mM DTT mientras que la linea rosa
corresponde a la misma muestra después del tratamiento con sialidasa y la linea amarilla describe
el perfil después de haberla tratado con manosidasa. Los nimeros mostrados sobre los picos
sefalan estructuras susceptibles a la accién de la exoglicosidasa en particular.

En la Figura 23 se observa que la nueva inyeccion de A3 no reprodujo los picos
observados en la Figura 22, éste cambio en la resolucion de los picos podria
sugerir la degradacion de un compuesto desconocido. Por otra parte, después del
tratamiento con exoglicosidasas se observan dos situaciones: la sialidasa, ademas
de actuar sobre las especies eluidas después de 7.78 UG, aparentemente también
actud sobre las especies eluidas a 4.17 y 4.42 UG; de manera similar la
manosidasa, no solo actud sobre los posibles picos con manosas terminales (4.17
y 4.42) sino también sobre las especies eluidas después de 7.78 UG. Esta ultima

muestra (A3+manosidasa) presentd nuevos picos, de menor abundancia relativa,
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eluidos a 8.05 82 y 899 UG. Considerando que las enzimas mantienen
especificidad por un sélo residuo terminal, manosa o acido sialico, es probable que
la eliminacion de los picos sefialados dentro de las regiones amarillas en la Figura
23, se deba en parte al efecto del procesamiento de precipitacion con etanol para

purificar los N-glicanos después de la digestion con exoglicosidasas.

Existe la posibilidad de que las especies correspondientes a los nuevos picos,
representen N-glicanos de interés vulnerables al proceso de purificacion, por ello
es fundamental aplicar otra prueba de identificacion de N-glicanos sialidados. La
literatura menciona que es posible separar oligosacaridos acidos y neutros a
traveés de distintos gradientes de solventes. Se presume que en glicanos de 19G, la
alta concentracion de sales (ACS, 250 mM formato de amonio) permite retardar la
eluciéon de las especies sialidadas, a diferencia del sistema a baja concentracion
de sales (BCS, 25 mM formato de amonio) en el cual eluyen a valores menores de
UG (Guile et al. 1996). Considerando que las inyecciones anteriores se han
realizado aplicando una fase movil de ACS, seria posible diferenciar N-glicanos
sialidados al comparar los cromatogramas de las muestras A3 inyectadas a BCS,
como se observa en la Figura 24. Ademas, se procesd la muestra A3-f (Tabla 18),
resultante de una reaccion control que mantiene el mismo tratamiento que A3 pero
sin la adicion de sialiltransferasa a la mezcla de reaccion, por lo que no hay
posibilidad de obtener N-glicanos sialidados. La muestra A3-f servira para
comprobar que los picos nuevos observados surgen de una interferencia derivada

de factores ajenos a la sialidacién.

Los picos eluidos a 8 y 8.2 UG en la muestra A3+manosidasa de la Figura 23
también se observan en la muestra A3*ACS de la Figura 24. Por practicidad, estos
picos se denominaran picos de interes. La muestra A3*ACS proviene de la
muestra A3 después de la purificacion por precipitacion con etanol, inyectada a
ACS, tal como se realizo en la inyeccion de A3. En la Figura 24, la flecha punteada
sefiala el desplazamiento de los picos de interés entre una corrida a BCS y ACS
de la muestra A3, como se espera para los N-glicanos sialidados. La comparacion

de la reaccion A3 y A3-f inyectadas a BSC demuestra que los picos sefalados con
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estrella son productos no asociados a la sialidacion. Sabiendo que, la muestra A3-
F fue un control de reaccion sin sialiltransferasa (Tabla 17), lo mas probable es
que los picos con estrella sean resultado de contaminantes producidos en la

reaccion en presencia de 10 mM DTT.

A3 BCS
—A3*ACS

A3 BCS
A3-fBCS

Figura 24. Cromatograma de muestra IgG1 -316.3 mV sialidado (A3) en fase mévil de 250 mM y 25
mM formato de amonio. La muestra A3* ACS representa la misma muestra A3 después de una
precipitacion con etanol inyectada en una fase movil de 250 mM de formato de amonio. A3 BCS y
A3-f BCS (A3-f corresponde a A3 sin a(2-6) SiaT), fueron inyectadas en una fase movil de 25 mM
de formato de amonio. La flecha indica el desplazamiento de los picos de interés. La estrella
sefala los picos de contaminantes.

A continuacién, los glicanos del experimento B se derivatizaron, se purificaron
mediante precipitacion con etanol y fueron separados por HPLC. Como se indica
en la Tabla 12, en este experimento se incluyen tres factores de interés: Tiempo
de pre-incubacion con DTT, concentracidon de AcM y concentracion de DTT. La
aparicion de los picos correspondientes a N-glicanos sialidados, deberia ser
equivalente a la desaparicion de los picos correspondientes a N-glicanos

galactosilados. Por ello, es de interés comparar la abundancia relativa de ambos
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grupos de N-glicanos, como se ilustra en la Figura 25. Los valores numeéricos se

muestran en anexos (Tabla 19).
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Figura 25. Abundancia relativa de glicanos después de las reacciones de sialidacion experimento
“B”. A) Estructuras galactosiladas. B) Estructuras sialidadas. Los patrones de glicosilacion
mencionados se describen en la Tabla 18. IgG1 no tratado control de comparacion.

La identidad de las nuevas estructuras sialidadas, se propuso sabiendo que la
aparicion de picos correspondientes a N-glicanos sialidados (Figura 25-B) deberia

ser equivalente a la desaparicion de los picos correspondientes a N-glicanos
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galactosilados, Figura 25-A (sustrato aceptor de a(2-6)SiaT). En este supuesto,
podria plantearse que el pico A2FG1(1,3) dio lugar a una estructura sialidada
A2FG151(1,3), eluida a 8.2 UG (Figura 23) y que la disminucién de la estructura
A2FG2 podria haber dado lugar a la aparicion de (A2ZFG2S2) eluido a 8.9 UG. No
obstante, confirmar la identidad de las nuevas estructuras exige analisis

experimentales adicionales que no se abordaron en este proyecto.

Con la finalidad de investigar el efecto del potencial redox en relacion entre el
cambio en la estructura terciaria del AcM y su sialidacién, es importante comparar
el rendimiento de N-glicanos sialidados de la Figura 25, con los resultados de la
cinética de fluorescencia intrinseca, DLS y SDS-PAGE de la seccidn 6.3.
Considerando cada variable involucrada en los tratamientos de sialidacion,

tenemos lo siguiente:

o Tiempo de pre-incubacién con DTT. La cinética de fluorescencia intrinseca del
AcM a -316.3 mV (Figura 16), muestra que el centro de masa espectral del
AcM se desplazo hacia el desplegamiento, entre las 24 y 48 h de incubacion.
Sin embargo, el rendimiento de sialidacién no fue mayor en la reaccién B7 que
en la B4 (Figura 25), como se esperaba despues del cambio estructural, sino
gue no hay diferencia entre la produccion de N-glicanos sialidados debido al
tiempo de pre-incubacion.

¢ Concentracion de AcM. Al comparar las reacciones B3-B4 y B5-B7, se aprecia
que la concentracion de AcM determindé dos tendencias contrarias en la
produccion de N-glicanos sialidados. Al afiadir 4 nmoles de AcM (12 ug/uL), el
AcM en TBS muestra menor sialidacion que el tratamiento en presencia de 10
mM DTT (-316.3 mV), sucediendo de manera contraria cuando se afiaden 0.8
nmol de AcM (2 ng/ul). Se sugiere que, en el caso de alta concentracién de
AcM en TBS (12ug/pul), se propici6 un aumento en la asociacion
intermolecular entre monémeros de anticuerpos, blogqueando el
reconocimiento de las galactosas por la a(2-6)SiaT y modificando la velocidad

de difusion de los elementos que participan en la sialidacion de las galactosas.
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o Concentracion de DTT (Potencial redox). Al consultar las cinéticas de
desplegamiento del AcM en presencia de 10 mM DTT (-316.3 mV) y sin
tratamiento (Figura 16), se observa que, a las 24 y 48 h, el CME del AcM
incubado con 10 mM DTT se desplaza hacia el desplegamiento, a diferencia
del AcM sin tratamiento. Contrario a lo esperado, la sialidacion es menor en el
AcM en presencia de 10 mM DTT (-316.3 mV) que para el AcM tratado en
ausencia de DTT (-240 mV). Por ofro lado, el rendimiento es similar entre las
reacciones B5 y B6 (IgG1 tratado con 3 mM DTT y sin DTT, respectivamente).
Al comparar el desplegamiento del IgG1 en estas reacciones a las 48 h (Tabla
12), se observa que si hay mayor desplegamiento en presencia de 3 mM DTT
que en el IgG1 sin tratamiento, (Figura 16 y Figura 18) lo cual no correlaciona

con el resultado de la sialidacion en ambas reacciones.

Para investigar el efecto de la concentracion de DTT en la « (2-6) SiaT se
realizaron tres reacciones en las que el buffer con 10 mM de DTT se preincubo 24
y 48 h a 37°C, ademas de un control del buffer TBS preincubado 24h en las
mismas condiciones. Finalizado el tiempo se anadié N-glicano marcado con el
colorante 2-AB (equivalente a 90 pmol maltosalfreaccion) y el resto de los
componentes de la reaccion en la misma proporcion que todas las reacciones
previamente realizadas. Se tomd una muestra de cada reaccién a las 1, 2y 3 h.
Considerando el perfil de N-glicosilacién de la mezcla de N-glicanos alimentada,
se obtuvo la cinética mostrada en la Figura 26. La cinética muestra cémo el
porcentaje de N-glicanos sialidados es menor en presencia de DTT que en
ausencia del mismo, ya que en la reaccién sin DTT se alcanza un 16% mientras
gue en las condiciones con DTT preincubado se obtiene un 12%, los rendimientos
detallados pueden consultarse en la Figura 49 de la seccion de anexos 10.6, en
estas graficas se observa que la sialidacion de la antena (1,6) solo se lleva a cabo
en la reaccién en ausencia de DTT. Sugiriendo que el DTT, en estas condiciones,

afecta la actividad de la o (2-6) SiaT.
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Figura 26. Cinética de sialidacion de N-glicanos 2-AB sialidados a distintas concentraciones de
DTT.

Al considerar los resultados de las variables anteriores y su relacion con los
elementos que participan en la reaccion de sialidacion, se proponen varios

escenarios:

- EIDTT a una concentracion de 10 mM afecta la estructura de la « (2-6) SiaT,
por lo cual, la diferencia en el desplegamiento del IgG1 no contrarresta el
efecto de la presencia de DTT 10 mM sobre la enzima. Existe un puente
disulfuro imprescindible en la actividad catalitica de sialiltransferasa, formado
por las C350 y C361, el cual podria estar siendo afectado por el DTT,
causando la reduccion de la afinidad de la enzima por el sustrato donador y
aceptor (Hirano et al. 2012; Quian et al. 2001).

- La sialidacion no se favorece ya que la diferencia en el desplegamiento del
IgG1 no es significativa o no corresponde a un relajamiento en el dominio Cy2,
donde se posiciona el N-glicano, aunado al efecto negativo del DTT sobre la

actividad de la enzima.

Por otro lado, es interesante observar que existen N-glicanos galactosilados no

consumidos en ninguna de las reacciones de sialidacion. Ante el rendimiento de
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N-glicanos sialidados (Figura 25-B), se observa un consumo predominante de los
N-glicanos A2FG1(1,3). Esto se atribuye a la alta regioselectividad del sitio
catalitico de la sialiltransferasa por hacer un enlace a(2-6) en la antena 1-3 del N-
glicano. Segun la IUPAC (2006), regioselectividad se define como la preferencia
de cierta reaccién por formar o romper un enlace en determinada posicion por
encima de todas las posibles. La naturaleza de esta enzima se explica mas
claramente en la Figura 27 que muestra la estructura cristalografica de ST6Gal1
de humano en complejo con CMP (PDB 4js2; Kuhn et al, 2013).

Terminal Gal
of 1,3-branch GIn357

> 1,6-branch

Figura 27. Estructura cristalografica de ST6Gal1 de humano en complejo con CMP. (PDB 4js2).
Kuhn et al. 2013.

El N-glicano esquematizado en forma esfera y linea corresponde a la Asn149 de la
propia enzima, donde es en la manosa etiquetada como “M” donde emergen las
antenas 1-3 y 1-6. El sitio catalitico forma cinco puentes de hidrégeno con la
antena 1-3, entre los que destacan las interacciones con His370 y Tyr369, que
propician una distancia favorable (3.3 A) para el ataque nucleofilico sobre el C2
del acido sialico (Kuhn et al. 2013), como se describe en el mecanismo de
reaccion esquematizado en la Figura 21-A. En cambio, la galactosa de la antena

1-6 tiene una menor interaccién pues forma solamente un puente de hidrégeno
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con GIn357. La sialidacion de la antena 1-6 del N-glicano unido al IgG ocurre,

aungue con menor proporcion y extensos tiempos de incubacion (Washburn ef al.

2015).

Finalmente, para mejorar la diferenciacion entre el rendimiento de sialidacion de

los tratamientos, se propuso observar la sialidacion de un IgG2 que presenta

mayor abundancia, que el IgG1, del N-glicano A2FG1(1,3). El IgG2 fue sometido a

los tratamientos descritos para el experimento C (Tabla 12), verificando el tiempo

de reaccion como variable de interés. Los resultados se ilustran en la Figura 28.

Los valores numéricos se muestran en anexos (Tabla 20).

A 14%
12%
i 10%
=
©
S 8%
.©
(&)
=
S 6%
=
=
=
4%
2%
0%
7%
6%
o 5%
2
©
2 4%
©
G
=
8 3%
| =
=}
0
<C

2%

1%

0%

4 nmol 1IgG2
4 h en reaccion

-|I Il‘
e c2

0.8 nmol IgG2

4 h en reaccion
I|| | .|I l“ I‘|
1gG2no c3 c4 IgG2 no

tratado tratado

mA2G1(1,6) WA2FG1(1,6) WA2FG1(1,3) ®A2FG2

4 nmol 1gG2
4 h en reaccioén

1
C1 C2

0.8 nmol IgG2
4 h en reaccion

1gG2 no C3 C4 1gG2 no
tratado tratado

BA2FG1S(1,3) WA2FG2S

0.8 nmol IgG2
1 h en reaccion

|| I|
c5 c

0.8 nmol IgG2
1 h en reaccién

6

n L.
cé

C5

Figura 28. Abundancia relativa de glicanos después de reacciones de sialidacion experimento “C”.
A) Estructuras galactosiladas. B) Estructuras sialidadas. Cada tratamiento comprende una sola

reaccion.

69



En la Figura 28 se observa que la sialidacion del 1IgG2 disminuye dramaticamente
para el tratamiento con 10 mM DTT. Se sugiere que esto podria deberse a que, a
diferencia del 1gG1, el 1gG2 tiene mayor susceptibilidad a la reduccién de los
puentes disulfuro que unen las cadenas pesadas (Hutterer ef al. 2013). La
reduccion de estos puentes disulfuro podria favorecer la inestabilidad de la
molécula, la exposicion de cavidades hidrofdbicas y en consecuencia la formacion
de agregados, ocultando el N-glicano y haciendolo inaccesible a la
sialiltransferasa. Por otro lado, la presencia de N-glicanos sialidados en la reaccion
C6 y su ausencia en C4, sugieren que la «(2-6)SiaT podria estar presentando
actividad sialidasa (Kuhn et al. 2013). Obsérvese que, con 1 h de reaccion, el
tratamiento C6 muestra alrededor de 1% de N-glicanos sialidados, sin embargo,
después de 3 h mas, los N-glicanos sialidados desaparecen (tratamiento C4). Esto
pudo haber afectado la abundancia relativa de las estructuras sialidadas

encontradas en los experimentos “A” y “B”.

6.5. Cinética de CHO en cultivos en matraz agitado.

Se realizo un cultivo de celulas CHO productoras de un AcM en matraz por 180 h,
en la que se mantuvo una viabilidad >95% hasta las 144 h, logrando los
rendimientos mostrados en la Tabla 14. La cinética, mostrada en la Figura 29, se
detuvo cuando se alcanzd una viabilidad cercana al 30% en ambos matraces. Las
barras verticales en cada punto muestran la diferencia entre las mediciones de dos

matraces de cultivo.

Tabla 14. Datos del consumo de sustratos durante el crecimiento de CHO.

Y. cin 3.56 x10° cel/mmol

Y /ale 0.86 x10° cel/mmol
Yaeigle 1.07 mol/mol

Ocin -10.4 x10™" mmol/h-cel
Galc -43.3 x10™"2 mmol/h-cel
dolu 1.4 x10™"2 mmol/h-cel
Qlac 40.6 x10™"* mmol/h-cel
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n 0.037 h"'
ty 18.73 h
Xnax 14.58 X10° cel/mL

Y wein: Rendimiento celular por mmol de glutamina.

Y wgie: Rendimiento celular por mmol de glucosa.

Yiacigle: Rendimiento de lactato a partir de glucosa.

qqic: Velocidad de consumo de glucosa por ceélula.

fein. Velocidad de consumo de glutamina por célula.

f1ac: Velocidad de produccion de lactato por célula.

Qe Velocidad de produccién de glutamato por célula

W Velocidad especifica de crecimiento celular.

ty: Tiempo de duplicacion.

Xmax: Concentracion maxima celular alcanzada en el cultivo.

En la cinética de crecimiento se observa, que el cultivo dejé de crecer justo
cuando la concentracion de glutamina llegd a cero, es decir, este es un substrato
limitante (Wahrheit et al. 2013), tiempo en el cual se alcanzé la maxima
concentracion de lactato. Amand et al. (2014) publicaron cinéticas de crecimiento
de la linea celular CHO-K1 en cultivo de 60 mL, productora de un IgG1, en cultivos
suplementandos con glutamina 4 mM donde de manera similar, registran un
consumo total de la glutamina a las 96 h, asi mismo muestran que la
concentracion de glutamato se mantuvo entre 1 y 1.5 mM hasta las 96 h. Como se
observa en la Figura 29-A, la concentracion de glutamina aumento sin haber sido
suplementada, lo que sugiere que la célula podria estar sintetizando glutamina
para disminuir el efecto del amonio intracelular (Wahrheit et al. 2013),
posiblemente gracias a que el gen de la glutamino sintetasa haya sido utilizado
como marcador de amplificaciéon de genes de expresidn en esta linea celular
(Crokett ef al. 1990), sin embargo hacen falta mas estudios para explicar este
resultado. La concentracién celular maxima alcanzada fue 14.6 x10° celimL, la
cual es mayor a las concentraciones alcanzadas por Lopez-Meza ef al. (2016) con
CHO-S productora de AcM en cultivo en lote de 30 mL (7x105 cel/mL) y por Amand
et al. (2014) que fue de 8x10° cel/mL. Considerando que segln el modelo de
Luedeking—Piret para la produccion de un AcM en celulas CHO, es no solo

dependiente de la tasa de crecimiento sino tambien de la concentracion celular
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(Lopez-Meza et al. 2016), alcanzar una alta cantidad de celulas es favorable para

la linea celular CHO manejada en éste estudio.
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Figura 29. Cinética de crecimiento y metabolitos. A) Cinética de consumo y produccién de
metabolitos. B) Cinética de crecimiento de CHO y viabilidad.
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La velocidad de consumo de glucosa a partir de datos reportados por Lopez-Meza
et al. (2016), es de 45.7x10"? mmolicel-h en células naive y de 130x10™"
mmol/cel-h en células productoras. En contraste, la linea en estudio, también
productora de AcM, muestra un valor de 43.3x107™"2 mmol/cel-h; esto es relevante
pues indica que, a pesar de mantener la produccion de una proteina
recombinante, su gasto energético de mantenimiento es cercano al basal. Por otro
lado, resulta interesante evaluar el rendimiento de lactato a partir de glucosa
(Yiacigic), ya que indica el aprovechamiento de energia, segun el analisis de Xing et
al. (2010) en un cultivo en biorreactor de 5 000 L Yja¢igic €5 de 1.23 + 0.06 mol/mol,
mientras que el obtenido en esta cinética fue de 1.07 mol/mol, lo cual sefiala que

esta linea celular logra mayor eficiencia en el aprovechamiento de energia.

6.6. Expresion de roGFP2 en células CHO vy analisis de

colocalizacién en el Golgi

Se construyo el plasmido pFBGR-roGFP2y,4 a partir del plasmido pFBGR-EGFP
utilizando los sitios de restriccion Pacl y Xhol para eliminar el gen EGFP e
introducir el gen roGFP2,, y se utilizaron técnicas moleculares para corroborar su
correcta insercion, como se describe en los Anexos. Para la generacion del
bacmido recombinante, se recombind el plasmido pFBGR-roGFP2g4 con el
bacmido vacio, al transformar el plasmido en las células de E. coli DH10Bac®. Se

comprobo la correcta recombinacién por medio de dos PCR:

o PCR oligos Pacl roGFP2 fw y M13 fw. Producto de PCR de 2893 pb.
o PCR oligos roGFP2-Bstz171 y M13 Rv. Producto 2811 pb.

El resultado de ambas PCR se muestra el gel de la Figura 30. Sdlo en el carril 1 se
observo la presencia de un amplicon con tamano esperado en ambos casos. Fue

a partir de éste que se procedio a generar el baculovirus.
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Se aislaron 6 placas virales, se propago el virus, y para encontrar los virus mas
eficientes, se realizd un ensayo de transduccion en celulas CHO aplicando una
MDI entre 100 a 150 UFP/cel. Mediante la observacion de estos ensayos por
microscopia de fluorescencia, se seleccionaron los pozos 1, 5 y 6, ya gque
presentaron expresion de roGFP2 en ceélulas CHO. Se amplifico el pozo 6, que
tuvo un titulo viral de 4.62X10° UFP/mL.

==
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Figura 30. PCR de bacmido. A) PCR con cligos Pacl roGFP2 fw y M13 fw. B) PCR con oligos
roGFP2-Bstz171 y M13 Rv. Cirl: Control positive de reaccién de PCR. 8: PCR con oligos sin
templado.
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6.6.1. Analisis de colocalizacion de roGFPZ2 en el complejo de Golgi.

Para asegurar la visualizaciéon de la estructura del Golgi en 3D, se adquirieron
aproximadamente 20 imagenes en el eje Z con incremento de 1 pum, en fres
campos para cada uno de los dos cultivos de celulas CHO, ambos con el
marcador rojo fluorescente de Golgi Bodipy TR ceramide, en el primero se expreso
roGFP2 con el baculovirus roGFPZy,4, mientras que el segundo permanecio

solamente con el marcador como control (Figura 31).

En las imagenes del cultivo expresando roGFP2 se eligieron 10 células unicas, y
se aplicd una segmentacion con el método de Otsu en el canal verde para
seleccionar el area correspondiente a la distribucion de roGFPZ2yq4. Se utilizé el
plugin “Colocalization™ de Fiji (Schindelin et al, 2012) para obtener los coeficientes

de colocalizacion presentados en la Tabla 15.

Los coeficientes de Manders M1 y M2 muestran la fraccién de un fluorédforo
sobrelapado con respecto a otro en determinada area. La primera columna indica
la proporcion del fluoroforo rojo (Bodipy TR Ceramida) que coincide con el verde
(roGFP2), que fue alrededor del 90%, mientras que roGFP2, que visiblemente
muestra areas mas definidas y pequefias, muestra una ocupacion del 99% en el

Golgi marcado por Bodipy TR Ceramida.

Adicionalmente, se sabe que el coeficiente de Pearson expresa la relacion entre
aumento y decremento de las intensidades de los pixeles entre ambos canales
con respecto a la varianza de ambas poblaciones, entregando 1 si la
colocalizacion es perfecta, O si es aleatoria y -1 si es excluyente. Este analisis en
10 ceélulas indica una colocalizacion de 0.7, ya que a pesar de que el traslape de
pixeles de ambos canales es satisfactorio, existe un desequilibrio entre sus
intensidades, posiblemente debido a diferencias de expresion de roGFP2 entre

células.
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Finalmente, el coeficiente de correlacion por intensidad (ICQ, por sus siglas en
inglés), similar al de Pearson, muestra unicamente el grado de dependencia
positiva entre la intensidad de pixeles de ambos canales, o bien la cantidad de
pixeles que muestran la misma tendencia en el cambio de intensidad de
fluorescencia, en relacién al namero total de pixeles. Los limites de colocalizacién
son -0.5 a +0.5, donde un marcaje azaroso corresponde a ICQ = 0, marcaje
dependiente a 0 < ICQ < +0.5 y marcaje independiente a valores de -0.5 < ICQ <
0. Para el caso mostrado en las imagenes analizadas, el valor promedio de 0.228
indica que existe una relacion dependiente entre los pixeles de ambos canales.

Considerando todo lo anterior, se concluye que roGFP2 si se encuentra en Golgi.

Tabla 15. Analisis de colocalizacion de roGFP2 en Golgi.

RP IcQ M1 M2
Promedio 0.697 0.228 0.905 0.986
DE. 0.062 0.037 0.144 0.022

R": Coeficiente de Pearson

ICQ: Coeficiente de correlacion por intensidad.
M1: Coeficiente de Manders canal rojo en verde.
M2: Coeficiente de Manders canal verde en rojo.
DE: Desviacion estandar.
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Bodipy TR Ceramide Merge

Figura 31. Ensayo de colocalizacion roGFP2., con el marcador de Golgi Bodipy TR ceramide en células CHO. Dos conjuntos de células, la
imagen tridimensional se colapsé en una imagen segln su maxima proyeccién en Z para efectos de apreciacién. Magnificacién 60X.
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6.7. Evaluacion del potencial redox en Golgi de células CHO.

A continuacion, se determind el cambio en el potencial redox en el Golgi
monitoreando la emision de la fluorescencia de la proteina roGFP2 despues de
excitar a 405 o 488 nm, tal como se describié en la metodologia (Seccién 5.8)
mediante la proporcion R resultante de la Ec 2. Tanto para el sistema titulado con
DTT como para el titulado con H2O;, el conjunto de imagenes adquiridas se dividio
en tres etapas. La primer etapa, corresponde al cultivo celular en estado basal, la
segunda, a la adicion del agente redox a 10 mM y la tercera, a otra adicion para
llegar a 50 mM. Cada experimento se realizo por duplicado.

Las graficas de caja (Figura 32) representan el conjunto de valores de R para los
pixeles de cada etapa. Después de someter el sistema al agente reductor DTT, los
valores de R disminuyeron con respecto al estado basal, con tendencia hacia el
estado de minima oxidacién de roGFP2 (Figura 32 A), como se esperaria para la
proteina reducida (al aumento de la emision a 488nm, Meyer y Dick, 2010). De la
misma manera, al agregar el agente oxidante H,0O,, se encontré una tendencia
hacia el estado de maxima oxidacién de roGFP2 (Figura 32 B). Aunque la adicion
de 10 mM H20; amplié la distancia entre los extremos del 2do. y 3er. cuantil, no
hubo una diferencia con respecto al estado basal, indicando que, las adiciones de
H205, no provocan un estado de oxidacién de roGFP2 superior al basal en este
compartimento. El resultado de este experimento puede observarse a detalle en la
cinética de la Figura 50 ubicada en la seccion de anexos, los valores numericos

también se encuentran en anexos (Tabla 21).
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Figura 32. Limites de minima y maxima reduccion de Golgi. A) Maxima reduccion afadiende DTT
(Potencial redox <-320 mV). B) Maxima oxidacion afiadiendo H,O; (Potencial redox >-240 mV).

Adicionalmente, se realizd una relacion de los valores de R por pixel de cada
imagen de la serie de tiempo, con el objetivo de visualizar |la respuesta del sistema
a los cambios redox en el tiempo y el espacio. En la Figura 33 se muestra un
instante del campo en el estado basal y, a su derecha, imagenes despues de
haber afiadido DTT o H0.. Resulta interesante apreciar a detalle la
heterogeneidad celular en el estado basal en las series de tiempo generados a

partir de este estudio. El material digital se adjunta a este documento.
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Estado inicial 5 min DTT 10 mM 25

Estado inicial 10 min H202 10 mM 40 min

Figura 33. Profundidad de pixel multiplicada por el cociente R resultante en las regiones
seleccionadas a partir de la segmentacién. La escala en la esquina superior de cada imagen
sefiala el valor mas reducido roGFP2 en azul (0) y el valor mas oxidado en amarillo (255).

Con el objetivo de interpretar los respectivos cambios de manera eficiente, el valor
medio de cada conjunto en las graficas de cajas de la Figura 32 se dividié entre el

estado basal correspondiente, dando como resultado la relacion R/Ry en la Figura
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34. Esto sugiere que el complejo de Golgi de células CHO tiene un estado redox
basal oxidante, cercano a -240 mV, que podria estar implicado en mantener los
puentes disulfuro de las proteinas, que para el caso del IgG es sumamente
importante (Dionne et al. 2017).

120
100.0 101.1 99.5
100 . ............................. ._ .............................. . _240 mV
80
O
X 60
o
X 40
. ,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, . _320 mV
37.8
20 324
0
0 10 50

Agente redox mM

--#- Reduccion --#- Oxidacion

Figura 34. Cambio en R media con respecto al estado basal.

Particularmente, se ha documentado que durante la diferenciacion de células B
para la produccion de IgG, la generacion de ERO se incrementa por diferentes
mecanismos (Enyedi et al. 2010; Fedyk y Phipps 1994; Masciarelli et al. 1995;
Moon et al. 2006; Reth ef al. 2002; Zangar ef al. 2004), lo que conlleva a una
remodelacion de la homeodstasis celular, con la produccion de enzimas
antioxidantes como tiorredoxina oxido reductasa y heme-oxigenasa 1 (Vené et al.
2010) lo cual podria propiciar el ambiente oxidante necesario para estabilizar los
puentes disulfuro del IgG, necesarios para mantener su ensamblaje. Sin embargo,
interesa aun mas saber qué es lo que ocurre en células no especializadas
productoras de una proteina recombinante. En estudios realizados por Koritzinsky

et al. (2013), sefialan que la N-glicosilacidon, el corte de glicanos, el transporte
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entre RE y Golgi y la glicosilacion compleja en Golgi, son procesos dependientes
de oxigeno, ya que al producir las proteinas hemaglutinina y LDLR (por sus siglas
en inglés, low-density lipoprotein receptor) en lineas celulares de humano bajo
condiciones de anoxia, éstas muestran defectos en la formacion de puentes
disulfuro y glicosilacion. A pesar de que el analisis de las especies que participan
en el control de la respuesta redox en Golgi permanece incipiente, estudios
recientes en celulas de hoja de tabaco, han demostrado la presencia de una
enzima tipo glutation peroxidasa (GPXL3) en la via secretora, predominantemente
localizada en Golgi (Attacha et al. 2017). Lo anterior sugiere que existe una o
varias especies oxidantes que juega un papel importante para el mantenimiento de
puentes disulfuro de las proteinas durante su transito por la via secretora, y que a
su vez tiene enzimas preparadas para contender el exceso de estas especies
oxidantes. La metodologia mostrada para determinar el potencial redox en células
CHO, aporta herramientas para evaluar este escenario en vivo en celulas de
mamifero y conocer su respuesta ante situaciones que perturben la homedstasis

celular.
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7. CONCLUSIONES.

El presente estudio generé informacién sobre eventos de la dinamica molecular
intracelular inducidos por cambios en el potencial redox, que no han sido
totalmente entendidos hasta ahora. Primeramente, a partir del analisis
experimental desarrollado in vitro, se concluye que el potencial redox reductor -
316 mV (10 mM DTT), causa un relajamiento de la estructura terciaria del IgG1 y
la reducciéon parcial de sus puentes disulfuro, manteniendo la unién de sus
cadenas pesadas. Se observé menor sialidaciéon en el IgG1 sometido al potencial
redox reductor que en el 1gG1 sialidado a un potencial redox no reductor (TBS >-
240 mV), contrario a lo esperado. Aunque los ensayos de sialidacion de un N-
glicano marcado, revelaron que el potencial redox reductor afecta la actividad de la
sialiltransferasa, no se puede precisar si la disminucion de la sialidacién del 1gG1
es por el efecto negativo de las condiciones reductoras sobre la sialiltransferasa, o
se suma a que estas condiciones afectaron las caracteristicas del sustrato aceptor

haciendolo menos afin a la sialiliransferasa.

Finalmente, se encontrd que el equilibrio redox basal del Golgi en células CHO es
cercano al limite oxidante detectado por la proteina sensora roGFP2 (-240 mV), lo
cual podria ser fundamental para mantener los puentes disulfuro de proteinas
durante su transito por la via secretora. roGFP2 fue totalmente reducida con 10
mM DTT y totalmente oxidada con 10 mM H>O,. Su respuesta ante estas dos
condiciones redox se estudid mediante la adquisicion de imagenes durante una
hora, lo que permitic establecer tres etapas de equilibrio. El analisis de las
imagenes adquiridas exigio el desarrollo de un algoritmo para la seleccion de las
areas correspondientes a la fluorescencia de roGFP2 y posteriormente, para
extraer y procesar la informacion contenida en los pixeles seleccionados. Esto dio
como resultado una nueva herramienta que permite el calculo sistematizado del

cociente R a partir del analisis de cualquier conjunto de imagenes.
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8. PERSPECTIVAS

Futuros esfuerzos son necesarios para abundar en el estudio del potencial redox
en la sialidacion con otras especies redox naturales como H:0O;, glutation y
cisteinas, e incluso de especies inorganicas reductoras que no puedan realizar el
rompimiento de puentes disulfuro, tales como ferrocianuro, y analizar su efecto en
la estructura del IgG1 y funcion de la sialiltransferasa, de manera independiente.
Después de todo lo anterior, resultaria interesante explorar los cambios en la
estructura del |IgG a traves de otras metodologias como dicroismo circular y
fluorescencia de ANS para encontrar cambios en la estructura secundaria del
IgG1, asi como diferencias entre exposicion de parches hidrofobicos por efecto del
cambio en el potencial redox. Adicionalmente resultaria interesante, separar por
HPLC los péptidos generados después de la incubacion del 1IgG1 en condiciones
reductoras y si es posible, purificar la fraccion correspondiente a las cadenas
pesadas unidas para evaluar el cambio de su estructura terciaria y la sialidacion
del N-glicano. Se propone tambien, determinar la sialidacion del IgG1 después de

retirar el DTT de la solucion.

También es importante conocer la respuesta del potencial redox en Golgi ante
eventos potenciales de estrés como limitacién de oxigeno, cambios de pH y
temperatura, presentes durante el proceso de produccion en biorreactores a gran
escala y entender su asociacion con las caracteristicas post-traduccionales de la

proteina recombinante, como su N-glicosilacion in vivo.
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10. ANEXOS.

10.1.

IgG1 a distintos potenciales redox.

IgG1 antes del tratamiento.

Size Distribution by Intensity
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IgG1 después del tratamiento con 1 mM DTT (-292.3 mV), 37°C, pH 7.2.
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IgG1 después del tratamiento con 10 mM DTT (-316.3 mV), 37°C, pH 7.2.
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IgG1 después del tratamiento con 4.5 mM de tiocianato de guanidina, 37°C, pH
7.2.

Size Distribution by Intensity Size Distribution by Volume
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10.2. Efecto de potencial redox en BSA. Experimento de referencia

Yang et al. (2019), describen la formacidon de agregados amorfos, producto de la
desestabilizacion parcial de puentes disulfuro en proteinas globulares, tales como
lisozima y BSA. Ellos observaron a través de microscopia de barrido y
fluorescencia intrinseca y extrinseca, que afiadiendo diferentes concentraciones
de DTT {0 a 100 mM) e incubando a 37°C PBS pH 7.2 por dos semanas, no solo
se obtienen particulas de 400 nm = 200 nm {agregados amorfos) sino que la
cinética de formacion de agregados es distinta entre lisozima y BSA. Esto resalta
la importancia de la estructura proteica en la respuesta al cambio en el ambiente
oxido-reductor y el tiempo necesario para observar un cambio. Como se observa
en la Figura 35, a pesar de que el BSA contiene 17 puentes disulfuro y esta
predominantemente conformado por o-hélices, mientras que el IgG1 tiene 16
puentes disulfuro y esta formado por hebras p (Bujacz A. 2012; Feige et al. 2009)
por ello, se decidid repetir el experimento descrito por Yang et a/ no solo con el

bhuffer PBS pH 7.2, sino también TBS pH 7.2 (25°C) para comparar el efecto del
buffer en el disefio experimental.
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Figura 35. Estructura de BSA. Puentes disulfuro en naranja (esferas con enlaces). Azul celeste
triptéfanos y rosa intenso tirosinas.

Como resultado del monitoreo del espectro de emision de triptéfanos del BSA, en
la Figura 36 se ejemplifica el comportamiento de dos tratamientos. El primero
corresponde al BSA en buffer TBS sin DTT (Figura 36-A), los espectros colectados
se sobrelapan debido a que la estructura terciaria permanece estable y, por ende,
la posicion de los aminoacidos aromaticos se mantiene constante. Por el contrario,
en la Figura 36-B, los espectros se trasladan a la derecha o izquierda debido a
que el ambiente hidrofilico de los fluordforo disminuye por efecto de la alteracion
conformacional de la estructura terciaria del BSA. Es dificil comparar la magnitud
de los cambios al sobrelapar los espectros de emision, por ello, se empled el CME
como indicador del cambio o desplegamiento de la estructura proteica. Como

resultado, las cinéticas se describen en la Figura 37.
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Figura 36. Espectros de emision de triptéfanos de la proteina BSA colectados a lo largo del tiempo.
A) BSA en buffer TBS. B) BSA en buffer TBS con DTT 10 mM. En el gje de las ordenadas se
muesira la intensidad de fluorescencia normalizada, en el gje de las abscisas la longitud de onda
{nm).

Tal como reportd Yang et al. (2015) y como se observa en la Figura 37, la

distribucién de la emisidn de los triptofanos del BSA se dirige a longitudes de onda
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menores, un comportamiento caracteristico de los triptéfanos ubicados en
ambientes hidrofébicos (Kayser y Chennamsetty, 2011), lo cual es comunmente
denominado como una cinética de agregacion. Las estructuras resultantes fueron
caracterizadas por Yang et al como agregados amorfos. Se propone que este
fendmeno se origind al reducir los puentes disulfuro fundamentales para mantener
el plegamiento del BSA, al exponer las cavidades hidrofébicas de la proteina, se
propicia la formacion de enlaces intramoleculares e intermoleculares, para

disminuir la entropia generada.
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Figura 37. Efecto de DTT en el CME de BSA. Cinética de emision maxima de triptéfanos de BSA.
Comparacion de cambio de CME usando dos buffers (PBS pH 7.2 y TBS pH 6.91 a 37°C) con
distintas concentraciones de DTT. Como control positivo de desplegamiento se aplicé Guanidina
3.5 M. La linea negra indica BSA en los buffers en ausencia de DTT.

10.3. Cinética de desplegamiento de IgG en PBS y TBS

Con la finalidad de estandarizar la metodologia del monitoreo de fluorescencia
intrinseca en el IgG1, se repitié la metodologia propuesta por Yang et al. con PBS
y en TBS (TBS fue el buffer definido para todas las metodologias en este trabajo).
Como se muestra en la Figura 38, donde el control totalmente desnaturalizado se
muestra en rojo y el IgG1 en ausencia de DTT en negro, todas las curvas tienden
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hacia el control totalmente desnaturalizado, es decir hacia el relajamiento de la
estructura terciaria del IgG1. Se observa que el desplegamiento a -316.3 mV es
mayor en el buffer PBS que en buffer TBS. Esto puede deberse a que cuando el
Tris interacciona con aminoacidos de superficie del IgG1, al igual que otros
polioles, ordena las moléculas de |la capa de agua que rodea al IgG1, lo cual

protege y estabiliza la estructura del IgG1 (Taha y Lee, 2010; Liu et al. 2010).
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Figura 38. Efecto de DTT en el CME de IgG1. Cinética de emisién maxima de triptéfanos en IgG1.
Comparacién de cambio de CME usando dos buffers de trabajo (PBS pH 7.2 y TBS pH 6.91 a
37°C) con distintas concentraciones de DTT. Como control positivo de desplegamiento se aplico
Guanidina 3.5 M. La linea punteada indica tratamiento en buffer PBS y |a linea continua, en TBS.
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Como se ilustra en la Figura 39 debe considerarse que el pKa del buffer Tris
depende de la temperatura (Biolabs, 2017), al mantener una temperatura de 37°C
se midié un pH de 6.84 y no pH 7.2 como se midié a 25°C. Se repiti¢ la cinética de
desplegamiento ajustando el pH del buffer TBS a 7.2 a 37°C (Figura 18),
encontrando que esta diferencia de pH no contribuyd significativamente en el
desplegamiento del IgG1. Los espectros de fluorescencia intrinseca del IgG1 de la
cinética realizada a pH 7.2 a 37°C, se muestran en la Figura 40 y pueden

compararse con el CME calculado e ilustrado en la cinética de la Figura 16.
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Figura 39. Dependencia de |la temperatura del pKa.
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Figura 40. Espectro de emision de la fluorescencia intrinseca del ftriptofano bajo condiciones
reductoras.
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10.4.  Construccion del gen roGFP2Z,qq

Partiendo de una PCR de alta fidelidad con los oligos Avrll-NTD y NTD-roGFPZ se
obtuvo una secuencia de aproximadamente 130 pb que se denomind "Mega-
foward™ (MF). En la Figura 41 se observa una banda intensa entre 200 y 100 pb
correspondiente a la formacion del megaoligo. Se procedid a probar una PCR de
alta fidelidad con rampa de Ty (60 a 68°C) para la unién del Mega-foward
{codificante del péptido sefal) al extremo 5’ del gen roGFP2 y se corrid en un gel
de electroforesis de DNA. No se enconiré diferencia importante entre esias
temperaturas. Como resultado, se observd una banda intensa entre 800 a 900 pb
y bandas muy tenues en la parte inferior de la banda principal. Luego se reunid el
producto de PCR y se purificd por banda de gel. Este fragmento se ligo al vector

pJET1.2 para ampliar el nimero de copias y obtener mas sitios de restriccion.

0 MF

pb s
500
400
300

200

‘ll}ﬂ‘l"-

Figura 41. Amplificacién de |a secuencia del péptido senal a Golgi. Marcador de peso molecular
GeneRuler 100 ph DNA Ladder Thermo Fisher & en primer carril. 8 mezcla de reaccion de PCR.
MF resultado de PCR.

Se confirmd la correcta ligacion del inserto en pJET 1.2 en las dos colonias

crecidas, como lo demuestra el gel de agarosa de la Figura 42, pues se obtuvo un
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producto de PCR abundante amplificando con los oligos Foward pJET y Mini Avrll
Fwd del inserto. También se comprobd que la secuencia insertada fuera la
correcta al amplificar con los oligos especificos para el inserto (Mini Avrll (fwd) y
roGFP2-Bstz17 (rev)) y obtener una banda intensa del peso molecular esperado,
logrando asi conservar la construccion en un vector seguro y de facil amplificacion,

como intermediario para la transferencia al vector destino.

F[JJET| FroZgo
& RpJET & RroZgo
Ctrl + 1a 2a 1b 2b

¥
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Figura 42.PCR de células de Escherichia coli XL1-Blue transformadas con la ligacion pJET1.2
(roGFP2golgi). En café se indica la PCR con oligos que comprueban su orientacion; Fwd pJET y
Fwd Mini Avrll. Y en negro con cligos del inserto.

Clonacion de roGFP2,. en vector para la recombinacion en bacmido.

Se empled el vector pFBGR-EGFP, que cuenta con el promotor de CMV. Se
amplificd el gen roGFPZ,,, a partir del plasmido recombinante pJET 1.2-
roGFP2,.4, anadiendo los sitios de restriccion Pacl en el extremo 5’ y copiando el
sitio Xhol del vector en el lado 3. Luego de purificar y cuantificar el producto de

PCR, tanto el insertoc como el vector (pFBGR-EGFP) se digirieron con las enzimas
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Xhol y Pacl. Cabe mencionar gue la restriccion con Pacl escinde el gen EGFP
desde el promotor p10, promotor necesario para |la expresion de la proteina en
células de insecto, no obstante, se considerd que esto no afectaria nuestro
objetivo, pues se reguiere la expresion de roGFP2Z en celulas CHO.
Posteriormente, se ligaron y transfarmaron en la cepa de Escherichia cofi XL1-

Blue. El mapa de restriccion tedrico del plasmido se observa en |a Figura 43.

Lig pFBGR-Pacl roGFP Xhal - 7261 nt

. ¥ v
[roGFP2 golgi 44155276 i.'\ ;
2511. 2736 Tn?R
/
Xhol 4410

Figura 43. Mapa de restriccién del vector pFEGR-EGFF con raGFPZ2.q; . Software Serial Cloner
241

Para encontrar |a clona productora con la construccian correcta, se realizd PCR de
colonia con un oligo del vector pFBGR Ry a {Tabla 2}, que amplifica en sentido
desde el inicio del CMY y un cligo del inserto, que amplifica desde el extremo 3
del gen. El producto de PCR esperado fue de 2214 ph, como se muestra en |a

Figura 44.
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Figura 44. PCR de células de Escherichia coli XL1-Blue después de la transformacion con la
ligacion pFBGR- roGFP2y,4. El carril nembrade Cir+: PCR del plasmide pJET roGFP2 y los oligos
del gen roGFP2. O corresponde al control de oligos en el cual se evidencia que no existen
productos de PCR inespecificos. ** PCR con vector pFBGR-EGFP. * Mezcla de PCR. L 1kb Gene
Ladder.

En el carril (**) de la Figura 44, el vector pFBGR-EGFP, se observo un producto de
PCR de entre 2000 y 2500 pb, el mismo que se esperaria para el vector ligado.
Esto puede deberse a que el gen EGFP es la secuencia de la cual proviene
roGFP2, que difiere por las sustituciones en $S147C y Q204C y por el péptido de
anclaje a Golgi en el extremo 5. Notese que solo a partir de la clona 2.6 se
amplificd una banda que coincide con la crientacion esperada dentro del vector
pFBGR. Para confirmar la correcta ligacion de roGFP2golgi en pFBGR de la
colonia 2.6, se purificd el plasmido, se realizé una PCR para amplificar el gen
roGFP2,.4 y una digestion con Xbal y Spel segun lo descrito en Metodologia
5.5.6, Tabla 7. El resultado, mostrado en los geles de la Figura 45, confirma la
integracion de roGFP24,4 en el vector pFBGR. EIl corte con la enzima de
restriccion Spel generd el patron de restriccion esperado, pues como se muestra
en el mapa de la Figura 43, la insercion de roGFP2 aflade un nuevo sitio Spel, por

lo que libera un fragmento de aproximadamente 2000 pb.
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Figura 45. Confirmacion de construccion pFBGR-roGFP2y,4 proveniente de la colonia 2.6.

A) Electroforesis de PCR de colonia con oligos del inserto. L, marcador de peso molecular 1kb
Gene Ladder, O corresponde al control de oligos, en el cual se evidencia que no existen productos
de PCR inespecificos. Ctr+ control positivo correspondiente a la amplificacion del gen roGFP2gq;.
B) Patron de restriccion de plasmido pFBGR-roGFP24q4 (Clona 2.6) comparacién con vector
pFBGR-EGFP.

10.5. Resultados de cuantificacion indirecta de acido sialico
transferido. Evaluacion del efecto del potencial redox en la sialidaciéon
de un IgG1.

Para realizar este ensayo se adquirio el paquete “Sialyltransferase activity” de
R&D Systems ®, descrito en la Figura 21 de la seccion 6.4, el cual tiene un rango
de deteccion entre 100 y 4000 pmol de fosfato, considerando el numero de
tratamientos y controles necesarios, el conjunto de reacciones se denominé
experimento “A”. El fabricante advierte la reduccion de sensibilidad a
concentraciones mayores a 3 mM DTT. Se calculd que aplicando 4 nmoles de
lgG1 por reaccion (12mg/mL), podrian producirse hasta 1195 pmol de P; (Tabla

16) y seria posible detectar esta liberacion en caso de tener del 10-100% de
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transferencia de acido sialico en estas condiciones. Para lograr una medicion mas
adecuada y descartar cuantificacion de inespecificidad, se consideraron tres

reacciones control como parte del experimento “A” descritas en la Tabla 17.

Tabla 16. Calculo de nanomoles de galactosa equivalentes al total de AcM afiadido a la reaccién
con base en el patrén de glicosilacion del anticuerpo utilizado.

AcM anadido (Galactosa en Galactosa en Galactosa P, equivalente
{nmol) G1 {nmol) G2 (nmol) total (nmol) teérico (pmol)

4 0.96 0.19 1.15 1150

Tabla 17. Reacciones de sialidacién experimento “A”.

Pre-
Reaccion Caodigo IgE oy incubacién
{nmol} {mM) (h)
Sialiltransferasa acoplada a fosfatasa A1 4 0 24
CMP-acido sialico + IgG1 — IgG1-acido sialico+ CMP
SiaT i CD73 A2 4 3 24
Citidin +Pi A3 4 10 24
Control de interferencia por fosfatasa Al-f 4 0 24
CMP-acido sidlico+ IgG1 —» ? A2-f 4 3 24
CR73 A3f 4 10" 24
Control de interferencia por sialiltransferasa Al-s 4 0 24
CMP-&cido sialico+ IgG1 —» IgG1-acido sidlico + CMP A2-5 4 3 24
SiaT A3-s 4 10* 24
Control de interferencia no enzimatica Ad-e 4 0 24
CMP-acido sialico + '961 AZ-e 4 3 24
Todas las reacciones se hicieron por duplicado excepto las marcadas con * (reaccién Unica).

Como se observa en la Figura 46, la reaccion control de interferencia por fosfatasa
muestra la liberacion de fosfato no asociado a la transferencia de acido siélico, en
ausencia de sialiltransferasa. Por ofro lado, la reaccién control de interferencia por
sialiltransferasa muestra que la reaccion de sialidacién de 1gG1 no produce por si
misma una sefial superior a la obtenida por la mezcla de reaccidn sin enzimas. En

la reaccién de sialidacién del IgG1 con 3 mM DTT se calculd un total de 14.32

104




nmol de acido sialico transferido, una cifra ilogica, dado que, de acuerdo al calculo
realizado a partir del patrén de glicosilacién del 1gG1 (Tabla 16), se afadieron
solamente 1.195 nmol de galactosas aceptoras. La incongruencia de este
resultado se confirma al observar la abundancia de N-glicanos sialidados
obtenidos por HPLC de la Figura 47, en donde no se observa diferencia entre las
muestras de las reacciones A1 y A2 (0 y 3 mM DTT). El rendimiento obtenido por
medio de la determinacion de fosfato inorganico sugiere, que el DTT favorece la
hidrélisis de CMP-acido sialico no asociada a la transferencia del acido sialico,
posteriormente la liberacion de CMP conlleva a su defosfatacion y en
consecuencia a la deteccion con verde malaquita. Por esta razén, se decidié
evaluar la transferencia de acido sialico unido a través de la determinacion de su
perfil de glicosilacion y desechar el uso del paquete de cuantificacion

“Sialyltransferase activity” R&D Systems®.

A 2500
2000

1500 .
| H|gGl
1000 1gG1 DTT 3mM

g | e
500 =

Fosfate (pmol por pozo)
1L

0 —
Sialidacién+CD73  Ctrl. Fosfatasa Ctrl. ST6Gall  Ctrl. no enzimatico

14.32
15

10

Acido sialico total
transferido (nmol})

0.08

lgG1 IgG1DTT 3mM

Figura 46. Determinacion de acide sialico transferidc mediante el ensayo de fosfatasa acoplada a
sialiltransferasa. A) Cuantificacion de fosfato liberado por pozo (Dilucion 1:20). B) Calculo de acido

sialico transferido en la reaccion.
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Figura 47. Abundancia relativa en glicoformas en muestras del experimento “A”. A) Estructuras con
galactosas terminales. B) Estructuras con acido sialico terminal. Numeros después del guion UG de
elucién. A2, barras representan diferencia entre dos experimentos, el resto son cuantificaciones
Unicas. Los perfiles de glicosilacion se describen en la Tabla 18.

10.6. Perfil de N-glicosilacion del IgG1 tratado a distintos potenciales

redox.
1
3.8
0.8 HY
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306
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HY M HY
0
4 5 6 7 8 9

Unidades de Glucosa (UG)

Figura 48. Cromatograma tipico del IgG1 sin tratamiento.
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Tabla 18. Perfil de glicosilacién tipico del AcM.

Estructura L, r e Abundancia
uG Descripcién grafica L
propuesta relativa %
Acido sialico N-acetilglucosamina
kS [l
Galactosa . Manosa
1.8 Maltosa Control interno
e ®
T = 16}
413 N2M3 fu1-4) 0.88
14y
@ ®
AT S T 1)
4.82 N2FM3 E 0.67
[IRE] r,u“-m
Wi-2)
H
501  N2FM3N "‘f;,‘ s 0.94
|1r1-s|i o
i zi '1_2’.
5.45 A2 ”SLE 3.09
|‘[1 -2)
549  N2FM3N ‘,q E ] 3.94
Bi14)
P1-2) : . "l
5.93 A2F g o 60.18
fii1=4) }
e o
.. u|1-3r‘~’.‘-ic‘.-¢n
6.17 M5 R 3.93
M-4)
w12 11-4) pi1-2)
1= I [
636  A2G1(1,6) t 1.38
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y1-2) Pii-4) pit-2)
671  A2FG1(1,6) A 16.37
[51-4) ’
al1-8)
116} 1-2) \ ilz'.
679  A2FG1{1,3) Pl B 6.28
f14) ,’b.,
pii-4y iz P-4 00-2)
7.61 A2FG2 ; o 2.34
|14y n:'.t{,]

Tabla 19. Abundancia relativa de glicoformas en las muestras de las reacciones de sialidacion

experimento B.

N2FM3N
A2
N2FM3N
A2F
M5
A2G1(1,6)
A2FG1(1,6)
A2FG1(1,3)
A2FG2
A2FG1S1(1,3)
A2FG2S

Nombre

N2FM3N
A2
N2FM3N
A2F
M5

'tggt;;: B1 B2 B3 B4 B5 B6 | B7
1.21 127 | 116 | 1.05 | 092 | 1.07 K 092 | 1.03
3.36 309 | 274 | 266 | 210 269 | 240 | 264
416 459 | 468 @ 448 500 458 498 468
6327 | 6154 | 6265 | 6219 | 63.00 | 62.36 | 63.14 | 62.94
3.16 348 | 303 | 320 | 264 | 323 | 282 | 296
1.52 065 | 058 | 065 | 068 063 | 067 | 087
1573 | 1712 | 16.96 | 1712 | 1751 | 16.83 | 16.46 | 16.63
5.61 263 | 182 | 136 | 233 | 121 | 092 | 252
1.98 169 | 140 | 135 | 149 | 114 103 | 141
0.00 283 | 363 433 | 313 469 500  3.20
0.00 112 | 136 | 160 | 121 | 1.57 | 165 | 1.11
Desviaciones estandar

:f:i; d':)f B1 B2 B3 B4 B5 B6 B7
0 032 | 004 | 003 | 005 002 005 003

0 086 | 039 020 | 012 012 024 017

0 036 | 051 | 024 | 048 015 | 016 | 0.22

0 222 | 029 | 053 | 046 043 | 030 | 0.39

0 08 | 022 | 017 | 013 026 | 015 | 0.21
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A2G1(1,6) 0 0.056 0.08 0.10 0.08 003 0.02 010
A2FG1(1,6) 0 0.35 0.12 0.22 0.55 | 4.3 031 024
A2FG1(1,3) 0 .18 0.08 0.21 0.58 079 039 0.06
A2FG2 0 0.37 0.14 0.28 016 022 010 015
A2FG181(1,3) 0 0.15 0.04 0.27 057 112 063 036
A2FG2S 0 0.17 0.07 0.03 020 019 018 0.07

*Cuantificacion uUnica.

Tabla 20. Abundancia relativa de glicoformas en las muestras de las reacciones de sialidacion
experimento C.

Nombre lgG1-d no 1 Cc2 C3 ca Cc5 Ccé6 BisTris
tratado
N2FM3 0.99 1.49 1.38 1.48 1.19 1.42 1.29 1.47
A2 1.16 1.39 1.39 1.30 1.25 1.29 1.20 0.87
N2FM3N 3.70 5.16 5.04 4.85 5.00 4.73 4.83 4.93
A2F 59.40 60.92 59.81 5890 59.14 60.08 59.06 5849
M5 P i 9.02 8.59 9.26 8.84 9.83 8.74 9.36
A2G1(1,6} 1.11 0.45 0.65 0.38 1.06 0.00 0.64 0.24
A2FG1(1,6) 10.43 9.01 9.00 9.37 9.49 9.54 8.88 .99
A2FG1(1,3) 12.84 5.06 11.10 = 5.57 11.15 740 | 1147 7.87
A2FG2 3.05 1.17 2.37 1.55 2.88 1.72 2.49 1.89
A2FG1S1 0.00 5.25 0.51 6.10 0.00 3.32 1.06 3.97
(1,3}

A2FG2S 0.00 1.07 0.17 1.25 0.00 0.69 0.34 0.98
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Figura 49. Cinéticas de sialidacion de N-glicanos 2AB en presencia de DTT. Los porcentajes en el
eje Y indican abundancia relativa al perfil de N-glicosilacion completo. Las estructuras nombradas
para cada especie se propusieron en base a la tasa de consumo de los N-glicanos galactosilados.
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10.7. Estado de oxidacion de roGFP2 en Golgi. Valores estadisticos
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Figura 50. Analisis de proporcionalidad (l4gs/l1s5) de roGFP2 en Golgi de células CHO ante la
adicion. A) La adicion de DTT se busca generar un potencial redox altamente reductor (< -320 mV)
en la célula. B) Con la adicién de H,O; se busca generar un potencial redox altamente oxidante (> -
240 mV) en la célula. El cambio en la tendencia (R/Ry) después de la adicion de DTT es del 70%
mientras que para la adicién de H,O, es apenas del 6%, se concluye que el potencial redox basal
del Golgi esta mas cerca al estado oxidante. Cada imagen se adquirié cada 30 segundos. Rg es la
R al tiempo cero. Las concentraciones sefialadas son las finales en el cultivo.

Tabla 21. Valores estadisticos del cociente R segun etapa de equilibrio redox.

DTT H,0,
Mediana Promedio Mediana Promedio
Basal 0.54 0.54 0.63 0.57
10 mM 0.18 0.20 0.64 0.57
50 mM 0.15 0.16 0.56 0.54
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RESUMEN

Potencial redox es la capacidad de trasferir electrones de una especie quimica a otra. Su
complejidad en sistemas biolégicos requiere su estudio desde varios puntos de vista. Se sabe que
cada organelo tiene su propio equilibrio redox, el que cambia a medida en que la célula crece y
transita por las distintas fases del ciclo celular, constituyendo un sistema dinamico. El papel del
potencial redox en los procesos celulares esta aun en estudio. El potencial redox ha sido utilizado
para el monitoreo y control de cultivos anaerobios y para diferenciar eventos metabdlicos de
eventos operacionales en cultivos de células animales. El estudio del potencial redox ha sido clave
para entender ciertas enfermedades como Parkinson, Alzheimer y esclerosis lateral amiotréfica
(ELA). Esta revisidn es una breve recopilacién de la informacién disponible sobre cédmo el potencial
redox influye en la fisiclogia celular y como puede ser aprovechado en biotecnologia.
Palabras clave: Potencial redox intracelular, especies reactivas de oxigeno, plegamiento de

proteinas, potencial redox del cultivo, antioxidantes, envejecimiento.

ABSTRACT

Redox potential is the ability to transfer electrons from a chemical species to another. The
complexity of the cell requires a systematic view of the redox potential. It is known that each
organelle has its own redox equilibrium, which can change at the various cell cycle phases,
constituting a dynamic system. The role of the compartmentalized redox potential in cellular
processes is still under investigation. Redox potential has been used as a control parameter in
aerobic fermentation, as well as to distinguish operational from metabolic events in animal cell
cultures. Furthermore, redox potential has been key for understanding certain diseases such as
Parkinson’s Alzheimer's and amyotrophic lateral sclerosis (ALS). This review is a brief
recompilation of the available information of how redox potential determines cellular physiology and
its use in biotechnology.
Keywords: Intracellular redox potential, reactive oxygen species, protein folding, culture redox

potential, antioxidants, aging.

BioTecnologia, AAo 2016, Vol. 20 No. 2
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INTRODUCCION

El potencial redox se refiere a la
capacidad de una especia quimica de donar
o aceptar electrones (oxidarse o reducirse,
respectivamente). El  potencial redox
intracelular (PRI) es el sistema 6xido reductor
que refleja la estequiometria de diversas
biomoléculas implicadas en el flujo de
electrones, las que ademas inciden en
procesos de regulacién dependientes de la
sefializacion y activacion de factores
transcripcionales. Una de las moléculas mas
importante del sistema redox es el glutatién
(GSH), el cual se

mayoritariamente en estado reducido dentro

encuentra

de la célula y su concentracién va de 1 a 10
mM (Kalinina ef al, 2014). Ademas del
glutatién, otras moléculas forman parte del
sistema de regulacién del PRI, como la
tiorredoxina, NADH/NAD™, FAD*FADH,
NADP*NADPH, ademas de las enzimas
involucradas en su reduccién. El ambiente en
un sistema redox es muy dindmico, pues las
reacciones redox ocurren continuamente. Se
habla de un potencial redox reductor (o
negativo), cuando la estequiometria de una
reaccion redox se inclina hacia el aumento en
la concentracién de la molécula que recibe
electrones (reducida). Por el contrario, existe
un ambiente oxidante (potencial redox
positivo) cuando aumenta la concentracién
de la especie que pierde electrones
(oxidada).

Desde los afios 1950, el interés sobre el
potencial redox celular aumenté con el
descubrimiento de radicales libres en tejidos

celulares y vegetales como productos de las

BioTecnologia, AAo 2016, Vol. 20 No. 2

reacciones de dxido-reduccién. Commoner ef
al. (1954) encontraron que los radicales libres
provienen de reacciones catalizadas por
enzimas involucradas en la fotosintesis o en
la formacion de melanina después de la
radiacién ultravioleta o ionizante. Por otro
lado, Harman (1956) propuso una teoria que
relaciona a un alto contenido de especies
reactivas de oxigeno con mutaciones, cancer
y el envejecimiento, cuando el sistema redox
celular no es capaz de proteger a la célula de
estos radicales. En consecuencia, diversos
estudios se dirigieron hacia la comprensién
de los mecanismos de homeostasis del redox
celular y su importancia, especialmente para
el entendimiento de patologias que afectan al
ser humano.

Se ha reportado que el potencial redox
intracelular afecta las siguientes funciones
celulares:

1. Transporte.

2. Plegamiento de proteinas.

3. Sefalizacién celular.

Es muy posible que otras funciones
celulares también sean afectadas por el
potencial redox. Ya que la biotecnologia
utiliza seres vivos, particularmente células,
los procesos bictecnolégicos estan también
determinados por el potencial redox. Esta
variable se vuelve entonces importante
desde dos enfoques, primero para el
entendimiento de patologias humanas vy
animales y el desarrollo de estrategias de
tratamiento, y segundo, para el desarrollo y
mejora de los procesos biotecnoldgicos. En
biotechologia, el potencial redox ha sido

utilizado para el control de procesos de
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peréxido, como

tratamiento de aguas, de procesos
anaerobios o microaerobios, e incluso de
cultivo de células animales. El papel del
potencial redox desde estos dos enfoques es
presentado en este escrito, con la finalidad
de explicar la importancia de conocer y
entender el comportamiento del potencial
redox ante distintas situaciones metabdlicas
celulares, asi como reconocer su importancia

en la biotecnologia.

POTENCIAL
SUBCELULAR

Los diversos estudios realizados para

REDOX A NIVEL

determinar el potencial redox en organelos
de varios tipos de células han dejado en claro
que el potencial redox se regula de manera
independiente en cada compartimento celular
Yy segln la especie redox en cuestién, de
manera que no se puede comparar el
equilibrio de dos parejas de especies redox
distintas o en diferentes compartimentos
(Kemp et al, 2007).

Mitocondria

La mitocondria es el organelo con mayor
actividad redox, pues contiene la cadena
respiratoria a través de la cual sucede la
transferencia de electrones desde los
transportadores redox hasta el oxigeno como
el Ultimo aceptor de electrones. La cadena
respiratoria estd formada por complejos
metaloproteicos que bombean protones al
espacio intermembranal, logrando la fuerza
protén motriz necesaria para la produccién
de ATP. Al mismo tiempo, se ha demostrado
la produccién de especies reactivas de

oxigeno (ERO) como el superdxido vy

BioTecnologia, AAo 2016, Vol. 20 No. 2

subproductos de la
transferencia de electrones a través de la
cadena respiratoria, y su papel en la
regulacién de la apoptosis celular (Cai &
Jones, 1998, Scialo et al, 2013). La
determinacion del estado redox en la
mitocondria bajo diferentes condiciones
celulares ha sido de gran interés por su
relevancia para explicar la causa de algunas
enfermedades. Se ha estudiado el equilibrio
de especies redox encontradas en toda la
célula que ademas son reguladas de manera
independiente, como el par NADPH/NADP*,
GSH/GSSG
(disulfuro de glutatién, glutatién oxidado) y
Cys/CySS (Go & Jones, 2008). Mediante la
cuantificacién de la relacién de GSH/GSSG

en mitocondrias purificadas de higado, se

tiorredoxina  (Trx1,  Trx2),

calculd un rango de potencial redox entre -
330 y -300 mV (Kemp ef al, 2007). Tiempo
después, mediciones en mitocondrias de
células de hojas de Arabidopsis, utilizando
roGFP2, una proteina fluorescente sensible a
redox, se encontrd un potencial de -330 mV
(Rosenwasser et al., 2010). En mitocondrias
de células Hela, Hanson et al, (2004)
encontraron un potencial redox de -360 mV,
gue es altamente reductor, posiblemente en
consecuencia de wun allo grado de
proliferacién celular, pues se ha observado
gue cuando el potencial redox (referido a la
especie GSH) se vuelve mas reductor,
aumenta la concentracidn celular (Hutter ef
al., 1997), de manera que cumple una
funcién importante en la regulacién del ciclo
celular. Se sabe que GSH esté presente en
el nucleo, se ha pensado que su papel

sefializador consiste en mantener una
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arquitectura nuclear apta para la expresion

de genes (Garcia-Giménez, et al, 2013).

En estudios mas recientes, se ha
comparado el impacto de la oxidacién de
glutation dentro de la mitocondria, con el fin
de conocer el tiempo de recuperacion del
potencial redox gracias a la actividad
antioxidante de la célula. Para ello, Kolossov
et al (2014) transfectaron establemente
celulas CHO con roGFP2 unida a Gr1
(Glutarredoxina 1), dirigida a mitocondria y
citoplasma, afadieron diamida, un eficiente
oxidante de ticles (Kosower et al, 1969;
Rigobello et al, 2005) y retirdndolo después
de unos minutos, observaron el cambio del
potencial redox mediante microscopia de
fluorescencia en tiempo real, siguiendo el
grado de oxidacidn de roGFP2. Ellos
encontraron que el tiempo de vida media de
recuperacion del sensor es de 160x6s en
mitocondria y 155+12s en citoplasma, valores
muy cercanos. Sin cuando
inhibieron la sintesis de GSH por BSO

(Butinona

embargo,
sulfoxamina) en ambos
compartimentos, hubo una diferencia

importante en ambos compartimientos,
resultando en un potencial redox mas
oxidante en la mitocondria, mientras que en
el citoplasma el potencial redox regresé
rapidamente a sus valores normales. Estos
resultados resaltan la importancia del GSH
en la capacidad de amortiguamiento del
potencial redox en la célula, como lo han
mencionado diversos trabajos en el tema
(Ayer ef al, 2014; Foyer et al, 2002). Esto
indica que la respuesta a perturbaciones

externas en el equilibrio redox es
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independiente para cada compartimento, ya
que el control del exceso de moléculas
oxidantes o reductoras, puede sujetarse a la
presencia y concentracién de antioxidantes,
reguladores e incluso la produccion de ERO,
como lo propone Kolossov et al (2015) para
el caso de la cadena respiratoria en

mitocondria.

Citoplasma

Durante estudios de superéxido en
apoptosis, Cai & Jones (1998) compararon el
potencial redox, calculado con la ecuacion de
Nerst, de las especies GSSG/GSH (-239 mV)
en equilibrio contra el del par NADPH/NADP
(-394mV), reportado por Sies (1982), en
estado estacionario. Se observa que el
primero tiene un balance mas oxidante que el
segundo, el cual funciona como cofactor para
reducir el GSSG por la glutatién reductasa
(Karplus & Shulz, 1989).

Reticulo endoplasmico

El  equilibrio redox en el reticulo
endopldsmico (RE) tiende a ser oxidante. La
primer cuantificacién fue realizada
enzimaticamente por Hwang et al. (1992),
siguiendo la metodologia de Anderson
(1985), encontrando que el estado redox
celular global en células de hibridoma esta
entre -233 y -239 mV, mientras que en RE
obtuvieron un redox de -172 a -188 mV. En
ofro estudio en células de epidermis de
tabaco, se compard el potencial redox en
citosol y RE al expresar roGFP2 en estos
compartimentos, encontrando valores de -

320+0.2 my Y -225+2.0 mV,
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para la produccidén de ERO e induccién de

respectivamente, confirmando asi un mayor
grado de oxidacién en RE (Schwarzlander et
al, 2008). Actualmente se sabe que una de
las funciones mas importantes del reticulo
endoplasmico es recibir, plegar y ensamblar
las proteinas que transitan por esta via
secretora, para lo cual, como se describira
mas adelante, un entorno oxidante es

imprescindible.

Golgi

Después de su descubrimiento hace
mas de 100 afios, la complejidad de este
organelo ha atraido el interés de muchos
investigadores en diversos temas, uno de
ellos es la forma en que funciona durante la
respuesta celular para contender con el
estrés oxidante. Se ha determinado el
potencial redox en los lisosomas, utilizando la
proteina roGFP dirigida a este sitio y se sabe
que es de -240 mV (Austin ef al, 2005),
mucho mas oxidante que en mitocondria,
pero similar al estado redox global en
hibridoma, segln Anderson (1985). A pesar
de esta diferencia, los lisosomas se
consideran los principales organelos en la
modulacién del estrés oxidante (Go & Jones
2008; Kurz, et al, 2010). Aungue no se
conoce el potencial redox en el Golgi, se han
descrito mecanismos de respuesta ante
estrés oxidante (Jiang et al, 2011), por
ejemplo cuenta con las bombas Ca?/Mg?*
ATPasas codificadas por los
ATPC1/ATP2C2 en mamiferos (Vanoevelen

et al., 2005), que contribuyen a disminuir la

genes

concentracién de CaZ* y Mg* en el
citoplasma, lo cual es muy relevante, por ser

iones involucrados en vias de sefalizacién
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apoptosis (Brookes et al., 2004; Gérlach ef
al., 2015).

En el Golgi también hay produccién de
antioxidantes por componentes en su
membrana. La ubiquinona es el transportador
de electrones y es un antioxidante (Nyquist et
al., 1970; Crane et al., 1993; Maroz, et al.,
2009),

peroxidacién

principalmente evitando la

lipidica relacionada a
enfermedades cardiovasculares (Siegel, et
al., 2014). Dos glutaredoxinas (Grx6 y Grx7)
y parkin, se afladen a la lista de
antioxidantes. Las primeras evitan la
oxidacién y posible degradacién de proteinas
citoplasmicas, lo que aumenta la resistencia
de la célula al estrés oxidante (Mesecke ef
al., 2008). Parkin fue localizada en el trans-
Golgi por Kobo y colaboradores (2001).
Posee un dominic ubiquitin en la regién N-
terminal y dos motivos tipo dedo de zinc. Fue
llamada asi porque es codificada por un gene
gue presenta amplias deleciones en
pacientes con AR-JP (“Auiosomal recessive
juvenile parkinsonism” (Kitada et al., 1998).
La sobreexpresién de parkin silvestre vy
mutado en células NT-2 y SK-N-MC por Hyun
et al (2002) mostré que la concentracion de
lipidos peroxidados es mas alta en las
células expresando la mutante. Esto sugiere
gue estos componentes son vitales para
conservar la homeostasis celular.
Interesantemente la regulacién del
potencial redox en cada organelo es distinta
e independiente. Al parecer esto tiene
relacién con la funcién que cada uno
desempefia en la célula. No obstante, el

desequilibrio de las reacciones redox en tan
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solo un compartimento célular puede causar

una sucesibn de eventos con impacto
fisioldgico, por ejemplo, el plegamiento
ineficiente de proteinas como resultado de un
exceso de radicales libres en el reticulo
endoplasmico (Igbal et al, 2014; Karademir
et al., 2015), que conduce a la formacién de
agregados proteicos y a diversas respuestas

de estrés, como se describe a continuacién.

IMPORTANCIA EN PLEGAMIENTO DE
PROTEINAS

Una de las funciones mas importantes
de las especies redox es la formacién de
puentes disulfuro a través de la oxidacién de
las cisteinas que poseen las proteinas. Este
evento sucede principalmente en el reticulo
endoplasmico (RE) y forma parte del proceso
de maduracién y estabilizacién de proteinas
gue finalmente serdn secretadas o formaran
parte de la membrana celular. El nimero de
combinaciones posibles para el plegamiento
de una proteina puede ser enorme, sin
embargo, como lo propuso Anfinsen (1962)
hace 50 afios, el arreglo tridimensional de la
cadena de aminoacidos es el mas favorable,
y la proteina contiene informacién que
permite el correcto apareamiento de sus
puentes disulfuro y asi lograr la formacién de
otros entrecruzamientos covalentes que le
den mayor estabilidad a la proteina.
Actualmente se sabe que las reacciones que
catalizan la formacién de puentes disulfuro
son realizadas por un amplio ndmero de
enzimas con actividad disulfuro isomerasa
(PDI por sus siglas en inglés “Protein
disulfide isomerase”, caracterizadas por

tener un dominio tiorredoxina (Trx) (Edman
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et al, 1985). Cada una de estas proteinas
tiene especificidad por su substrato, regulada
por el numero, localizacién y reactividad
redox de los motivos Cys- Xaa- Xaa- Cys, de
la proteina a plegar, asi como de los valores
de pKa de ambas cisteinas (Okumura et al,
2015).

El mecanismo de formacién de puentes
disulfuro se esquematiza en la figura 1. La
primer reaccién ocurre a partir de la PDI
(PDloxd), que,

encontrarse con su substrato ditiol, genera la

oxidada después de
PDI reducida (PDlred) y el puente disulfuro
en la proteina “cliente”, luego un oxidante no
enzimatico o enzimético, como Erof,
reacciona con PDlred para generar
nuevamente PDloxd y H20.. Lo anterior
vuelve a repetirse iterativamente hasta
formar los puentes disulfuro de la proteina
(Hudson et al, 2014) La

complejidad de este mecanismo aumenta,

“cliente”
pues otros pares redox contribuyen
directamente a la oxidacién de proteinas
GSSG,

dehidroascorbato, perdxido de hidrégeno

desplegadas, como

(Hudson ef al, 2014), y miembros de la
familia quiescin-sulfidril oxidasa (QSOX), muy
abundante en eucariontes, que utilizan un
dominio de tiorredoxina y un pequefo sitio de
unién a FAD (Thorpe ef al, 2002). Se sabe
gque la PDI contribuye a evitar la formacién de
agregados proteicos. Aunque estudios en
pacientes con enfermedades
neurodegenerativas han encontrado que PDI
forma cuerpos de inclusidn en células del

sistema nervioso central (Igbal ef al, 2014).
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ENFERMEDADES RELACIONADAS CON
EL POTENCIAL REDOX

La esclerosis lateral amiotréfica es una
enfermedad neurodegenerativa que, en la
mayoria de los casos, esta relacionada con
mutaciones en la enzima superdxido
dismutasa 1 (SOD1) (Atkin et al, 2008; Ezzi
et al., 2007; Laurindo ef al, 2012). La SOD1
tiene un alto poder antioxidante, pues

cataliza la conversidén de superdxido a

Proteina reducida

desplegada
-5 -SH
PDI ¢ PDI g
Erol

Isémeros proteicos con
puentes disulfuro incorrectos iterativo

%@/ﬁ.,@

oxigeno y peroxido (Getzoff ef al, 1983,
Fridovich, 1995).

En estudios recientes se ha encontrado
gue las mutaciones adquiridas no siempre
ocasionan la disminucién de la actividad
catalitica, sino por el contrario, generan
nuevas propiedades cataliticas que
incrementan la produccién de radicales

téxicos, como en el caso de la actividad de

Plegamiento Proteina nativa

PDI SH

Fig. 1. Ejemplo del mecanismo formacién de puentes disulfuro durante el plegamiento de proteinas. El
proceso empieza con el péptido completamente reducido. La disulfuro isomerasa (PDI) oxidada cataliza
la formacién de puentes disulfuro entre las cisteinas. Los puentes disulfuro se forman de manera iterativa
hasta que se obtiene el plegamiento funcional mas estable, el que corresponde a la forma nativa de la
proteina. Notese que la presencia de oxidantes es necesaria para la regeneracidn de la PDI. La
regeneracién de la PDI puede ocurrir a través de reacciones catalizadas por enzimas, por ejemplo la

Ero1, o a traveés de reacciones no enzimaticas.

SOD1/H202 dependiente de bicarbonato, que
cataliza la oxidacién de tocoferoles y lipidos
insaturados (Goss et al, 1999). Mas auln,
nuevos estudios mostraron que los radicales
generados por la SOD mutante ocasionan la
oxidacién, inactivacién y agregacién de PDI,
provocando la pérdida del control de calidad

durante el plegamiento de proteinas en el
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reticulo endoplasmico vy la formacién de
cuerpos de inclusién en neuronas motoras
(Igbal et al,, 2014; Karademir ef al, 2015).

ENVEJECIMIENTO RELACIONADO CON
POTENCIAL REDOX

Otra relacién interesante entre el potencial
redox y la salud, es con la longevidad y el

envejecimiento. La teoria del envejecimiento
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gue no existe relacién entre la capacidad de

Basada en radicales libres (FRTA, por sus
siglas en Inglés “Free Radical Theory of
Aging’) fue propuesta por Harman en 19586,
quien publicé en 1993 una hipdtesis sobre el
origen de la demencia senil en relacién con la
disfuncion celular y la acumulacion de ERO
en el cerebro, desde entonces, se han
acumulado estudios que refuerzan o
rechazan esta teoria. Por ejemplo, en un
estudio realizado por Rebrin & Sohal (2004),
en el que compararon la concentracién de
GSH/GSSG total y mitocondrial, ademas de
proteina reactiva a sulfidriios en higado,
cerebro, riidn, mulsculo esquelético v
corazén, de dos cepas de ratones de distinta
esperanza de vida, encontrdé que Ila
proporcidon de GSH con respecto a GSSG,
fue 32, 50 y 21% mayor en mitocondria de
higado, cerebro y musculo esquelético en
ratones de esperanza de vida larga
(C57BL/6) que en ratones de vida corta
(SAM), de igual forma, la diferencia en
cantidad de proteina reactiva a sulfidrilos fue
significativamente mayor en tejido de higado,
rifidn, corazén y mulsculo esquelético de
ratones C57BL/6 que en ratones SAM. Se
destaca la particularidad de que el tejido de
ratones longevos esta en condiciones mas
reductoras que el tejido de ratones con vida
corta y curiosamente estos Ultimos muestran
menor capacidad reductora por su baja
concentracién de proteina reactiva a
sulfidrilos. No obstante esto no indica con
seguridad que el envejecimiento sea una
consecuencia del estado de oxidacidn
celular, pues no es posible distinguir causa

de efecto. Otros estudios han demostrado
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mantener un ambiente mitocondrial reductor
y la longevidad, sobre todo en organismos
pequefios como la mosca Drosophila (Miwa
et al, 2004) y el gusano Caenorhabditis
elegans (Clancy & Birdsall, 2013; Ranjan et
al., 2013). También se ha buscado explicar
mediante esta teorfa la diferencia de
longevidad entre el género femenino y el
masculino en una misma especie {Magnani &
Accorsi, 1993) y se ha propuesto la idea de
gue el nivel de estrégeno pudiese influir la
capacidad reductora de la mitocondria. Sin
embargo, no se observd diferencia en la
longevidad de ratones CS57BL/6 machos o©
hembras y no hay diferencia significativa
entre los niveles de ERO mitocondriales
(Sanz ef al. 2008). Otras investigaciones han
mostrado que la capacidad de mantener un
potencial redox mitocondrial reductor en
hembras es mayor al tener un alto nivel de
expresion, asi como de actividad, de las
enzimas glutatién peroxidasa y superodxido
dismutasa (Borrds ef al, 2003). Se ha
observado un importante incremento en las
mutaciocnes del ADN mitocondrial en
animales con vida corta, resultando en
proteinas de la cadena respiratoria con
funcién alterada. El mal funcionamiento de la
cadena  respiratoria resulta en la
sobreproduccién de ERO (Payne & Chinnery,
2015; Krishnan et al., 2008; Ritcher, 1995).
Queda por responderse la pregunta: ;,qué es
lo que propicia una menor vulnerabilidad a la
mutacion en el DNA mitocondrial de

organismos longevos?.
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EFECTO DEL POTENCIAL REDOX EN
CULTIVOS CELULARES
El potencial

redox en cultivos (PRC)

celulares se refiere al balance entre las
especies Oxido-reductoras en el medio de
cultivo, estas especies redox pueden ser
célula o
DTT,

glutatiéon, etc. Como se muestra en la tabla |,

moléculas producidas por la

adicionadas al reactor, como Og,

existen estudios con el interés de determinar

el efecto del potencial redox sobre la

productividad vy la calidad del producto en
biorreactores, ésto representa una ventaja
para el control de cultivos, pues el potencial
redox es un parametro relativamente facil de
medir en linea, que se ha propuesto para
seguir cambios en tiempo real de ofras
variables que estén relacionadas como el
(Lin et 2010),
viabilidad (Pluschkell & Flickinger, 1996; Eyer
& Henzle, 1995) y metabolismo (Higareda ef
al., 1997).

crecimiento celular al,

Tabla I. Cultivos bajo control de PRC y su efecto en la produccién.

Tipo de cultivo Control de PRC Efecto en el cultivo Referencia
Quimiostato con aguas [DosificaciSn de Oz Durante la oxigenacién a |Khanal &
residuales (sintética) de |usando PR, controlado [PR controlado, los sulfuros Huang, 2002,

composicidén conocida, alta

de -230 a -180mV, 50 y

disueltos y  gaseosos

en glucosa, K2SOs4 vy [100mV por encima del fueron completamente
NaHCOs, para la PR natural, |eliminados, lo que resulté
produccién de biocgas. respectivamente. en mayor produccién de
metano.
Reactor en lote secuencial [Control de  aeracién [Control de acumulacién de |Gao &f af., 2007
para la remocidn de |mediante PR. |nitrégeno en tiempo real,
amonio en aguas [Correlacién entre |usando PR y pH.
residuales de soya. potencial redox y [Disminucién del amonio al

degradacion de materia
organica y oxidacién de

amonio.

95%, como resultado de

aeracién controlada.

Fermentacion de Candida

para la
produccion de xilitol a

tropicalis

partir de D-xilosa durante

limitacién de oxigeno.

Control de aeracién y
alimentacién de glucosa
mediante monitoreo de
PR.

Sheu ef
2003.

La maxima produccidén de al.,
ilitol se obtuvo a -180mV
y una tasa de aeracion de

0.21 min™

Reactor en lote
secuencial, alimentado
dos veces, para |Ia

Monitoreo en un rango
de 0 a -500mV.
Correlacién entre

Indicador de nitrificacion y [Han ef al, 2008
desnitrificacién del cultivo.

La concentracién minima
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desnitrificacion de estiércol

de puerco.

presencia de NOz.N y
PR.

de NOi.N se encuentra
320 a  -412mV

(maxima desnitrificacion).

entre

Fermentacién en lote con
Actinobacillus

stucecinogenes NJ113 para
la produccidn de acido

succinico.

Comparacion de PR
cinco
-100, -300,
350, -400 y -450mV con

la adiciéon de

constante en

niveles:

ferrocianuro de potasio

- |productividad aumenté un

(1g L7).

(1g L") vfo ditiotreitol

Se encontrd que cuando el |Li ef al., 2010
PR fue de -350mV, Ila

66%, dado que disminuye
la fuga de sustrato hacia la
formacion de compuestos
sin interés para la

produccién.

hibridomas

(AcM). nitrégeno.

Cultivo en lote de |Control del PRC entre -
produciendo {130 y 70 mV utilizando

un anticuerpo monoclonal Imezclas de oxigeno y

Las condiciones reductoras |Meneses-
resultaron en mayor |Acosta ef al,
AcM vy [2012

concentracién celular. La

produccién  de
mayor velocidad de
produccion del AcM a PRC
PRC

indujeron

intermedios.

oxidantes

apoptosis.

Sabiendo que el potencial redox en el
cultivo es resultado del balance entre diversos
(1997)

monitorearon el oxigeno disuelto (OD), pH vy

pares redox, Higareda et al
potencial redox de cultivos en lote de células de
hibridoma murino, para la produccién de un
anticuerpo monoclonal. Encontraron distintos
patrones de cambio de las tres variables
cuando el cultivo se encontraba bajo limitacién
de glucosa (Glc) o glutamina (GIn), a diferencia
de un cultivo con suficiente sustrato en el que
hubo cambios relacionados a eventos
operacionales. Ellos proponen dos ecuaciones
para predecir el PRC con base en la especie
redox O2/H20», (faciimente cuantificable por pH

gracias al peréxido de hidrégeno), cuando OD
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es constante y cuando pH es constante. Sin

embargo, es probable encontrar un

comportamiento que no se ajuste las
ecuaciones propuestas, lo cual denota que
existen otras moléculas oxidantes y/o
reductoras secretadas por las células que
dominan en el cultivo, como en el caso de la
limitacién de Glc y GIn, sustratos importantes
en el metabolismo celular, para los cuales
valdria la pena ajustar un modelo especial,
como lo destacan Lee et al. (1998). Estos
modelos son valiosos al ser implementados
como estrategia de control, para encontrar
variaciones metabdlicas en el cultivo que

pudieran afectar la produccion.
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CONCLUSIONES

La medicién del potencial redox en sistemas
biolégicos permite obtener informacién sobre el
metabolismo celular, su estado energético e
incluso predecir la viabilidad o longevidad. El
surgimiento de nuevas tecnologias que nos
permiten darle seguimiento a la evolucién del
potencial redox celular en tiempo real permiten
entender los procesos celulares y como
dependen del balance redox. Quedan auln
muchas preguntas por responder, pues en la
mayoria de las situaciones es dificil determinar
si el potencial redox y la acumulacién de ERO
son |os responsables de algun evento celular, ©
por el contrario, consecuencia de ese evento.
Este campo seguird siendo un importante tema
de estudio que permitrda un mayor
entendimiento de un amplio rango de eventos
celulares e incluso a nivel organico. La
biotecnologia se  beneficiara de este
conocimiento al poder obtener productos en
mayor cantidad y calidad a través del mayor
entendimiento de los fendmenos redox que los

rigen.

AGRADECIMIENTOS

Financiamiento PAPIIT UNAM [T200315 e
T201214. FJZB es alumna del Programa de
Maestria y Doctorado en Ciencias Bioquimicas
de la UNAM vy recibe beca del CONACYT
384123. Agradezco a Shirley Ainsworth, Omar
Arriaga, Javier Peza Villa y Alexa Milley Gémez
Restrepo, responsables de poner a nuestra
informacién

disposicién los recursos de

cientifica y tecnolégica del acervo institucional.

REFERENCIAS

Anderson M  (1985). Determination of
glutathione and glutathione disulfide in
biological samples. Method. Enzymol. 113:
548-555.

Anfinsen C (1962) Some observations on the
basic principles of design in protein
molecules. Comp. Biochem. Physiol. 4.
229-240.

Atkin J, Farg M, Walker A, McLean C, Tomas D
& Horne M (2008) Endoplasmic reticulum
stress and induction of the unfolded protein
response in human sporadic amyotrophic
lateral sclerosis. Neurobiol. Dis. 30: 400-
407.

Austin C, Wen X, Gazzard L, Nelson C,
Scheller R & Scales S (2005) Oxidizing
potential of endosomes and lysosomes
limits intracellular cleavage of disulfide-
based antibody—drug conjugates, Proc.
Natl. Acad. Sci. 102 (50): 1798717992

Ayer A, Gourlay C & Dawes | (2014) Cellular
redox homeostasis,

reactive  oxygen

species and replicative ageing in
Saccharomyces cerevisiae, FEMS Yeast
Res. 14. 6072,

Borras C, Sastre J, Garcia-Sala D, Lloret A,
Pallardé F & Vifia J (2003) Mitochondria
from females exhibit higher antioxidant
gene expression and lower oxidative
damage than males. Free Radical Biol
Med. 34(5): 546-552.

Brookes P, Yoon Y, Robotham J, Anders M,
Sheu S, (2004) Calcium, ATP, and ROS: a
mitochondrial love-hate triangle, Am. J.

Physiol.- Cell Ph. 287 C817-C833.

BioTecnologia, Afio 2016, Vol. 20 No. 2

21



Articulos

Cai J & Jones D (1998) Superoxide in
apoptosis. J. Biol. Chem. 273: 11401-
11404,

Clancy D & Birdsall J (2013) Flies, worms and
the Free Radical Theory of ageing. Aging
Res. Rev. 12(1): 404-412.

Commoner B, Townsend J & Pake G (1954)
Radicals in biological materials. Naiure
4432: 689-691.

Crane F, Sun | & Sun E (1993) The essential
functions of coenzyme Q. Clin. Investig. 71:
S55- 859,

Edman J, Ellis L, Blacher R, Roth R & Rutter W
(1985) Sequence of protein disulphide
isomerase and implications of its
relationship to thioredoxin. Nature 317:
267-270.

Eyer K & Heinzle E (1995). On-line estimation
of viable cells in a hybridoma culture at
various DO levels using ATP balancing in
redox potential measurement. Biotechnol.
Bioeng. 49: 277-283.

Ezzi S, Urushitani M & Julien J (2007) Wild-type
superoxide dismutase acquires binding and
toxic properties of ALS-linked mutant forms
through oxidation. J. Neurcchem. 102:
170-178.

Fridovich | (1995) Superoxide radical and
superoxide dismutases. Annu.  Rev.
Biochem. 64: 97-112.

Foyer C, Theodoulou F & Derlot S (2002) The
functions of inter- and intracellular
glutathione transport systems in plants,
Trends Plant Sci. 6(10): 486-492.

Gao D, Peng Y, Liang H & Wang P (2007)
Using oxidation—reduction potential (ORP)

and pH value for process control of

shortcut nitrification-denitrification. o
Environ. Sci. Heal. A A38(12): 2933-2942.

Garcia-Giménez J, Markovic J, Dasi F, Queval
G, Schnaubelt D, Foyer C & Pallardd F
(2013) Nuclear glutathione.  Biochim.
Biophys. Acta 1830: 3304-3316.

Getzoff E, Tainer J, Weiner P, Kollman P,
Richardson J & Rochardson D (1983)
Electrostatic recognition between
superoxide and copper, zinc superoxide
dismutase. Nature 306: 287-290.

Go YM & Jones D (2008) Redox
compartmentalization in eukaryotic cells.
Biochim. Biophys. Acta 1780: 1273-1290.

Goérlach A, Bertram K, Hudecova S & Krizanova
O (2015) Calcium and ROS: A mutual
interplay, Redox Biol. 6: 260-271.

Goss S, Singh R & Kalyanaraman B (1999)
Bicarbonate Enhances the Peroxidase
Activity of Cu,Zn-Superoxide Dismutase. J.
Biol. Chem. 274: 28233-282309.

Han Z, Wu W, Zhu J & Chen Y (2008)
Oxidization—reduction potential and pH for
optimization of nitrogen removal in a twice-
fed sequencing batch reactor treating pig
slurry. Biosyst. Eng. 99. 273-281.

Hanson G, Aggeler R, Oglesbee D, Cannon M,
Capaldi R, Tsien R & Remington J (2004)
Investigating mitochondrial redox rotential
with redox-sensitive green fluorescent
protein indicator. J. Biol Chem. 279:
1304413053,

Harman D (1956) Aging: A theory based on free
radical and radiation chemistry. J.
Gerontol. 11: 298-300.

Harman D (1993) Free radical theory of aging:

a hypothesis on pathogenesis of senile

BioTecnologia, Afio 2016, Vol. 20 No. 2



Articulos

dementia of the Alzheimer's type. Age 16:
23-30.
Higareda AE, Possani LD & Ramirez OT (1997)
The Use of Culture Redox Potential and
Uptake Rate for

Glucose and Glutamine Depletion in

Oxygen Assessing
Hybridoma Cultures. Biotechnol. Bioeng.
56: 555-563.

Hudson D, Gannon S & Thorpe C (2014)
Oxidative protein folding: From thiol-
disulfide exchange reactions to the redox
poise of the endoplasmic reticulum. Free
Rad. Biol. Med. 80: 171-182.

Hutter D, Till B & Greene J (1997). Redox State
Changes in Density-Dependent Regulation
of Proliferation. Exp. Cell Res, 232. 435—
438,

Hyun D, Lee M, Hattori N, Kubo S, Mizuno Y,
Halliwell B & Jenner P (2002) Effect of
wild-type or mutant parkin on oxidative
damage, nitric oxide, antioxidant defenses,
and the proteasome, J. Biol. Chem. 277:
28572-28577.

Hwang C, Sinskey A Lodish H (1992). Oxidized
redox state of glutathione in the
endoplasmic reticulum. Science 257: 1496-
1502,

Igbal A, Paviani V, Moretti A, Laurindo F &
Augusto O (2014) Oxidation, inactivation

disulfide

isomerase promoted by the bicarbonate-

and aggregation of protein
dependent peroxidase activity of human
superoxide dismutase. Arch. Biochem.
Biophys. 557: 72-81.

JiangZ, HuZ Zeng L, LUW, Zhang H, Li T &
Xiao H (2011) The role of the Golgi

apparatus in oxidative stress: is this

organelle less significant than
mitochondria? Free Rad. Biol. Med. 50:
907-917.

Karademir B, Corek C & Ozer N (2015)
Endoplasmic  reticulum  stress  and
proteasomal system in amyotrophic lateral
sclerosis. Free Rad. Biol. Med. 88: 42-50.

Karplus P & Shulz G (1989) Substrate binding
and catalysis by glutathione reductase as
derived from refined enzyme: substrate
crystal structures at 2 A resolution. J. Mol.
Biol. 210: 163-180.

Kalinina E V, Chernow N & Novichknova E
(2014) Role of glutathione, glutathione
transferase, and glutaredoxin in regulation
of redox dependent
Biochemistry 79: 1562-1583.

Kemp M, Go YM & Jones D (2007)

Nonequilibrium

processes.

thermodynamics of
thiol/disulfide redox systems: A perspective
on redox systems biology. Free Rad. Biol.
Med. 44: 921-837.

Khanal S & Huang, J (2002) ORP-based
oxygenation for sulfide control in anaerobic
treatment of high-sulfate wastewater.
Water Res. 37. 2053-2062.

Kitada T, Asakawa S, Hattori N, Matsumine H,
Yamamura Y, Mizuno Y, & Shimizu N
(1998) Mutations in the parkin gene cause
autosomal recessive juvenile parkinsonism,
Nature. 392: 605-608.

Kolossov V, Hanafin W, Beaudoin J, Bica D,
DiLiberto S, Kenis P & Gaskins H (2014)
Inhibition of glutathione synthesis distinctly
alters mitochondrial and cytosolic redox
poise, Exp. Biol. Med. 239: 394-403.

BioTecnologia, Afio 2016, Vol. 20 No. 2

23



Articulos

Kolossov V, Beaudoin J, Ponnuraj N, DiLiberto
S, Hanafin W, Kenis P & Gaskins H (2015)
Thiol-based

mitochondrial oxidation via respiratory

antioxidants elicit

complex Ill. Am. J. Physiol. - Cell Physiol
309: C81-C91.

Kosower N, Kosower E & Wertheim B (1969)
Diamide, a new reagent for the intracellular
oxidation of glutathione to the disulfide.
Biochem. Biophys. Res. Com. 37: 593-596.

Krishnan K, Reeve A, Samuels D, Chinner P,
Blackwood J, Taylor R, Wanrooij S,
Spelbrink J, Lightowlers R & Turnbull D
(2008). What causes mitochondrial DNA
deletions in human cells? Nat Genet.
40(3): 275-279.

Kurz T, Eaton J & Brunk U (2010) Redox

Within the

Compartment: Implications for Aging and

Activity Lysosomal
Apoptosis, Antioxid. Redox Signal. 13: 511-
523.

Laurindo F, Pescatore L & Fernandes D (2012)
Protein disulfide isomerase in redox cell
signaling and homeostasis. Free Rad. Biol.
Med. 52: 1954-1969.

Lee T, Chang Y, Chung B & Park Y (1998)
Correlation of redox potential with state
variables in cultures under controlled
dissolved oxygen concentration and pH.
Biotechnol. Prog. 14. 959-962.

Li J, Jiang M, Chen K, Ye Q, Shang L, Wei P,
Ying H & Chang H (2010) Effect of redox
potential regulation on succinic acid
production by Actinobacilius succinogenes.
Bioprocess Biosyst. Eng. 33:911-920.

Lin Y, Chien W & Duan K (2010) Correlations
between

reduction—oxidation  potential

profiles and  growth  patterns  of

Saccharomyces cerevisiae during very-

high-gravity fermentation. Process
Biochem. 45: 765-770.

Magnani M & Accorsi A (1993) The female
longevity phenomenon. Hypotheses on
some molecular and cell biology aspects.
Mech. Ageing Dev. 72: 89-85.

Maroz A, Anderson R, Smith R & Murphy M

(2009)

ubiquinol  with

Reactivity of ubiquinone and

superoxide and the
hydroperoxyl radical: implications for in
vivo antioxidant activity. Free Rad. Biol.
Med. 46:105-109.

Meneses-Acosta A, Godmez A & Ramirez OT
(2012) Control of redox potential in

effects on MAb
production, metabolism and apoptosis. J.
Ind. Microbiol. Biotechnol. 39: 1189-1198.

Mesecke N, Spang A, Deponte M & Herrmann
J (2008) A Novel Group of Glutaredoxins in
the cis-Golgi Critical for Oxidative Stress
Resistance. Mol. Biol. Cell 19: 2673-2680.

Miwa S, Riyahi K, Partridge L & Brand M (2004)

Lack of correlation between mitochondrial

hybridoma cultures:

reactive oxygen species production and life
span in Drosophila. Ann. N. Y. Acad. Sci.
1019: 388-391.

Nyquist S, Barr R & Morré D (1970) Ubiquinone
from rat liver Golgi apparatus fractions.
Biochim. Biophys. Acta. 208: 532-534.

Okumura M, Kadokura H & Inaba K (2015)
Structures and functions of protein disulfide
isomerase family members involved in
proteostasis in the endoplasmic reticulum.
Free Rad. Biol. Med. 83: 314-322.

Payne B & Chinnery P (2015) Mitochondrial

BioTecnologia, Afio 2016, Vol. 20 No. 2

24



Articulos

dysfunction in aging: Much progress but

many unresolved questions. Biochim.
Biophys. Acta 1847: 1347-1353.

Pluschkell S & Fickinger M (1996) Improved
methods for investigating the external
redox .potential in hybridoma cell culture.
Cyltotechnol. 19: 11-26.

Ranjan M, Gruber J, Ng L & Halliwell B (2013)
Repression of the mitochondrial
peroxiredoxin antioxidant system does not
shorten life span but causes reduced
fitness in Caenorhabditis elegans. Free
Rad. Bio. Med 63: 381-389.

Rebrin | & Sohal R (2004). Comparison of thiol
redox state of mitochondria and
homogenates of various tissues between
two strains of mice with different
longevities. Exp. Gerontol. 39: 1513-1519.

Rigobello M, Folda A, Scutari G & Bindoli A
(2005) The modulation of thiol redox state
affects the production and metabolism of
hydrogen peroxide by heart mitochondria.
Arch. Biochem. Biophys. 441: 112122

Ritcher C (1995)
mitochondrial DNA and its relationship to
ageing. Int. J. Bicchem. Cell B. 27(7). 647-
853.

Rosenwasser S, Rot |, Meyer A, Feldman L,
Jiang K & Friedman H (2010) A

fluorometer-based method for monitoring

Oxidative Damage to

oxidation of redox-sensitive GFP (roGFP)
during development and extended dark
stress Physiol. Plantarum 138: 493-502.
Sanz A, Hiona A, Kujoth G, Seo A Hofer T,
Kouwenhoven E, Kalani R, Prolla T, Barja
G & Leeuwenburgh C (2006) Evaluation of

sex differences on mitochondrial

bioenergetics and apoptosis in mice. Exp.
Gerontol. 42: 173-182

Scialo F, Mallikarjun V, Stefanatos R & Sanz A
(2013). Regulation of Lifespan by the
Mitochondrial Electron Transport Chain:
Reactive Oxygen Species-Dependent and

Oxygen
Mechanisms. Antiox. Redox Signal. 19:
1953-1969.

Schwarzlander M, Fricker M, Mdller C, Marty L,
Brach T, Novak J, Sweetlove L, Hell R &
Meyer A (2008) Confocal imaging of

Reactive Species-Independent

glutathione redox potential in living plant
cells, J. Microsc. 231. 299-316.

Sheu D, Duan K, Jou S, ChenY & Chen C
(2003) Production of xylitol from Candida
fropicalis by using an oxidation-reduction
potential-stat controlled fermentation.
Biotechnol. Let. 25: 2065-2069.

Sies H (1982) Metabolic Compartmentation.
Academic Press, Toronto pp. 205-231.
Siegel G, Ermilov E, Pries A, Winkler K

Schmidt A, Ringstad L, Malmsten M &
Lindman B (2014) .significance of lipid
peroxidation in cardiovascular disease.

Colloid. Surface. A. 442: 173-180.

Thorpe C, Hoober K, Raje S, Glynn N, Burnside
J, Turi G & Coppock D (2002) Sulfhydryl
oxidases: emerging catalysts of protein
disulfide bond formation in eukaryotes.
Arch. Biochem. Biophys. 405: 1-12.

Vanoevelen J, Dode L, Baelen K, Fairclough R,
Missiaen L, Raeymaekers L & Wuytack F
(2005) The Secretory Pathway CaZ*/Mn%
ATPase 2 |s a Golgi-localized Pump with
High Affinity for Ca?* lons. J. Biol. Chem.
280: 22800-22808.

BioTecnologia, Afio 2016, Vol. 20 No. 2

25



	Texto Completo

