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. RESUMEN

Las células de ovaric de hamster chino (CHO) constituyen el sistema de eleccion para la produccion de proteinas
recombinantes con adecuado plegamiento y glicosilacién. Sin embargo, su principal limitacidn radica en un
fenotipo metabdlico caracterizado por la alta tasa de glicdlisis en presencia de oxigeno, que resulta en una
elevada produccion de lactato, fendmeno conocido como efecto Warburg. Diversos estudios han proporcionado
evidencias sobre la limitacion existente en el importe de piruvato a las mitocondrias y el papel del Transportador
Mitocondrial de Piruvato (MPC) en esta funcidn. En el presente trabajo se evalud la sobreexpresion de las
subunidades MPC1 y MPC2 del transportador en lineas celulares CHO estables, que se construyeron para
facilitar la entrada de piruvato a las mitocondrias y su incorporacion a las vias oxidativas. Mediante RT-gPCR y
Western blot, se verificd una sobreexpresion significativa de ambos genes recombinantes en comparacion con el
nivel basal de las células control. Se confirmd la localizacién subcelular de ambas subunidades MPC
recombinantes en las mitocondrias, lo cual posibilité la adecuada formacién del heterodimero funcional, que
promovié el incremento de la respiracién celular méxima en las lineas que sobrexpresan MPC. La evaluacion
cinética de las células MPC recombinantes estables no clonales mostré una reduccion de hasta el 50% en el
rendimiento global de la produccién de lactato, en la linea celular con mayor sobreexpresion de MPC con
respecto al control, e incrementd hasta méas de un 70% posterior a la seleccidn clonal. También se observd un
favorecimiento de la concentracién celular maxima, asi como un incremento de hasta 40% en la concentracion
maxima de dos proteinas recombinantes modelo, expresadas de forma transitoria: un anticuerpo monoclonal
(AcM) y la enzima fosfatasa alcalina humana secretada (hSEAP). La produccién de esta Ultima alcanzoé hasta un
70% de incremento con respecto al control, en las clonas productoras de hSEAP de forma estable. El perfil de
glicosilacién de la proteina hSEAP producida en células CHO que sobreexpresan MPC, se encontré favorecido
por un incremento significativo en los niveles de galactosilacién con respecto a la obtenida en las células
parentales. Como conclusién, este estudio mostréd que el transporte de piruvato a las mitocondrias limita la
eficiencia de la oxidacién de la glucosa, lo cual puede superarse mediante un enfoque de ingenieria celular como
la sobreexpresion de MPC, que fue capaz de activar un crecimiento mas equilibrado y reducir el efecto Warburg,

sin comprometer la tasa de consumo de glucosa y la concentracion celular maxima.



lll. INTRODUCCION

3.1- Las células de ovario de hamster chino (CHO) como sistema de expresién para la produccion de

proteinas recombinantes.

Muchos productos biotecnolégicos de interés terapéutico consisten en glicoproteinas cuya actividad biolégica
depende de su adecuado perfil de glicosilacién como parte de complejas modificaciones postraduccionales, que
las células microbianas e incluso de insectos, no son capaces de sintetizar dptimamente. Por esta razén, el
cultivo de células de mamiferos, en especial de células de ovarios de hamster chinos (CHO, Chinese Hamster
Ovary, por sus siglas en inglés), se ha convertido en la plataforma de eleccidon para la produccién de
glicoproteinas recombinantes con tales requerimientos (Bandaranayake y Almo, 2014, Butler y Spearman, 2014,
Walsh, 2018, Fischer et al, 2015 Golabgir ef al, 2016). De este modo, los productos biofarmacéuticos
aprobados a partir del cultivo de células de mamifero, entre 2015 y 2018, alcanzaron un 79%, destacandose
entre ellos los anticuerpos monoclonales, de los cuales el 84% son producidos en células CHO, con ventas

anuales que exceden los 100, 000 millones de ddlares (Bandaranayake v Almo, 2014, Walsh, 2018).

Las células CHO, como sistema de expresion, abarca un extensc grupo de lineas celulares establecidas
derivadas de un tronco comun, a partir del aislamiento, por Theodore Puck en 1957, de células de ovario de
hamster chino (Fuck et al, 1958), las cuales fueron espontaneamente inmortalizadas. La capacidad de
adaptabilidad de estas células a crecer a altas densidades en cultivos en suspension representa una importante
ventaja y ha dado lugar al desarrollo de lineas celulares como CHO-K1 y CHO-S, las cuales son ampliamente
utilizadas en aplicaciones industriales. Por otra parte, la variabilidad gendmica de las células CHO y el hecho de
que sean funcionalmente hemicigéticas para muchos genes ha permitido el aislamiento de lineas mutantes con
deficiencias en enzimas metabdlicas, que constituyen una valiosa herramienta para la generacion de lineas
productoras utilizando la deficiencia como marcador de seleccion. De esta forma se generaron lineas mutantes
de la enzima dihidrofolato reductasa (DHFR) dando lugar a CHO-DXB11 (mono-alélica) y CHO-DG44 (con

ambos alelos DHFR eliminados) (Wurm, 2013 Bandaranayake y Almo, 2014).
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Pese a que la alta tasa de variabilidad y adaptabilidad de las células CHO, que ha dado origen a la amplia
diversidad previamente mencionada, puede acarrear inconvenientes desde el punto de vista del mantenimiento
de un fenctipo clonal, muchas son las ventajas de esta plataforma para su uso industrial. Entre ellas se
encuentra su facilidad para el cultivo en suspensidn a grandes escalas y a elevadas densidades celulares (>
40x108 células/mL), asi como la adaptacion a medios de cultivo libre de suero y quimicamente definides. El uso
de estos medios da lugar a procesos mas rentables y seguros, al prevenir el riesgo de contaminacién viral y
priénica del suero bovino, y han simplificado los requisitos de procesamiento posterior, ya que contienen menos
proteinas contaminantes (Altamirano et al, 2013; Bandaranayake y Almo, 2014, Freeman ef al.,, 2016). Por otra
parte, un estudio realizado en 1989 probd 44 patégencs humanos (incluidos el virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH), la influenza, la poliomielitis, el herpes y el sarampidn) y descubrid que la mayoria de ellos no se

replican en las células CHQ, lo que las hace ideales desde un punto de vista regulatorio (Jayapal et al., 2007).

Otra ventaja a destacar de las células CHO radica en el perfil de glicosilacién impartido a las glicoproteinas
recombinantes producidas en este sistema, el cual es compatible al de células humanas. Dicha compatibilidad
viene dada al carecer, en mayor medida, estas lineas celulares, de la maquinaria biosintética para producir los
epitopos galactosa-a-1,3-galactosa (a-Gal) y el acido N-glicolil-neuraminico (NeubGc), que resultan altamente

inmunogénicos (Butler y Speartman, 2014).

Aungue, de manera general, las células de mamifero exhiben menores tasas de crecimiento y productividad en
comparacion con las células microbianas, para satisfacer las demandas de la produccion comercial, muchos han
sido los esfuerzos encaminados al desarrollo de estrategias para maximizar la produccién de proteina
recombinante en estos sistemas. A partir de |la optimizacién de medios de cultivo, el manejo de las estrategias de
alimentacion, el perfeccionamiento de los procesos de purificacion y la ingenieria celular, se han logrado
significativos avances en el incremento de los rendimientos volumétricos desde la aprobacion del Activador
tisular del plasminégeno (t-PA) en 1986, cuando se obtenian solamente valores maximos de 50 mg/L, hasta mas
de 5 g/lL, que logran producirse actualmente como estandar en la industria, a partir de las lineas celulares

derivadas de CHO (Nallet et al., 2008; Freeman, 2016).

Sin embargo, una de las principales limitaciones de este sistema de expresion continda siendo su metabolismo,

caracterizado por una alta tasa glicolitica, inclusc en presencia de oxigeno disuelto en concentraciones no
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limitantes, conduciendo a la produccién de lactato, lo cual se conoce como efecto Warburg y que continda siendo
un desafio tecnolégico a resolver (Vander et al, 2009, Altamirano et al, 2013, Schell et al., 2014, Kelly et al,

2018).

3.2- Caracteristicas del metabolismo energético en lineas celulares de mamiferos.

Las alteraciones caracteristicas del metabolismo energético en células de mamiferos han sidoe ampliamente
documentadas en la literatura. Se ha descrito que las lineas celulares de mamiferos transformadas (tales como
CHO, BHK, HEK-293 e hibridomas) presentan un desempefio metabdlico equivalente a las células
carcinogénicas (Hela, MCF-7 y hepatomas) (Altamirano et al, 2013). Estas alteraciones involucran un
incremento en la capacidad glicolitica, incluso en presencia de altas concentraciones de oxigeno disuelto
(glicdlisis aerobia, también descrita como “Efectc Warburg”), asi como en el catabolismo de la glutamina
{(glutamindlisis), que excede los requerimientos metabdlicos (Vander et al., 2009, Altamirano et al., 2013; Schelf
et al, 2014; Kelly et al.,, 2018). Una de las principales consecuencias de este comportamiento metabdlico es que
conduce a una formacién exacerbada de metabolitos de desecho como lactato y amonio, a partir de glucosa y
glutamina respectivamente, que son las principales fuentes de carbono utilizadas en el cultivo de células

animales.

En el caso de glucosa, un elevado flujo en la glicdlisis produce un exceso de piruvato gue no ingresa al ciclo de
los acidos tricarboxilicos (TCA, por sus siglas en inglés) para la produccion final de energia mediante la
fosforilacién oxidativa, sino que es reducido formando lactato y garantizando asi la regeneracion de NAD* a partir
de NADH. Este fendmeno puede ser facilmente explicado si tomamos en cuenta que para pequefas tasas de
glicélisis, los sistemas de lanzadera malato-aspartato y glicerol fosfato, son capaces de re-oxidar el NADH,
equilibrando su tasa de produccion. Sin embargo, a altas velocidades de consumo de glucosa, cuando se
incrementa notablemente la tasa de generacién de NADH, en comparacién con las condiciones fisioldgicas de
células no transformadas, generalmente se excede la capacidad de estos transportadores mitocondriales que
son relativamente lentos. De este modo, no es probable que estas lanzaderas puedan regenerar suficiente NAD*
cuando el transporte a traveés de las membranas intracelulares se acerca a su velocidad maxima. Por lo tanto, a

las tasas de glicdlisis observadas en células que se dividen rapidamente como las lineas celulares
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inmortalizadas, estos mecanismos de transporte probablemente estén saturados y como resultado, se requieren
otros mecanismos para regenerar el NAD* citosdlico, los cuales mayoritariamente implican la reduccién de
piruvato a lactato para generar NAD* a partir de NADH a través de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH)

(Locasale y Cantley, 2011; Pereira et al., 2018).

Por su parte en el proceso conocido como glutamindlisis, la glutamina es desamidada a glutamato, el cual a su
vez, pierde su grupo amino al ser convertido a a-cetoglutarato por la glutamato deshidrogenasa (GDH),
liberandose asi 2 moles de amonio por mol de glutamina completamente oxidada, resultando en la acumulacién
de grandes cantidades del mismo (Figura 1) (Lao and Toth, 1997; Altamirano, 2013; Torres et al, 2018). En
células cancerigenas se ha observado que la glutamina es transportada a la mitocondria a velocidades de 4 a 10
veces supetrior que en ¢élulas normales y es oxidada a glutamato por una glutaminasa dependiente de fosforo
inorganico (Pi), con una actividad incrementada de 10 a 20 veces con respecto a las c¢élulas normales (Molina et
al, 1995); mientras que el ciclo de la urea, principal responsable del reciclaje del amonio, es probable que sea
practicamente inactivo en las células CHO, ya que sélo pequefias cantidades de urea han sido detectadas

(Zamorano et al. 2010).
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Figura 1: Principales reacciones involucradas en el metabolismo central de glucosa y glutamina en células CHO.
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Adicionalmente, el catabolismo de la glutamina se ha observado que se encuentra muy relacionado al fenotipo
metabdlico del efecto Warburg, ya que puede verse incrementado ante la entrada ineficiente del piruvato a la
mitocondria, donde la enzima malica mitocondrial es capaz de transformar el malato a piruvato, para completar el
‘pool” mitocondrial de este metabolito (Yang et al., 2009, Yang et al., 2014; Alfamiranc et al,, 2013, Wahrheit et
al, 2014; Vacanti et al, 2014). También la glutamindlisis, bajo estas circunstancias, tiene la funcién de alimentar
las reacciones anaplerdticas que suplen los intermediarios del TCA para diferentes vias biosintéticas; asi como la
produccion de NADPH a partir de la conversién de malato a piruvato por la enzima malica. El piruvato formado a
partir del malato que se exporta al citoplasma, puede también contribuir a la formacién de lactato, y se ha visto
que una vez agotada la glutamina en el medio, esto puede inducir el cambio de producciéon a consumo de lactato

que tiene lugar en muchos de los procesos que involucran el uso de estas lineas celulares (Zagari et af., 2013a).

Tanto el lactato como el amonio constituyen subproductos metabdlicos téxicos, que al exceder ciertas
concentraciones criticas, afectan el crecimiento celular y provocan una disminucién en la produccion de la
proteina recombinante de interes (Lao and Toth, 1997, Gambhir ef al, 2003). El lactato puede causar una
reduccion significativa del pH del medio, inhibiendo el crecimiento de las células, aunque este efecto se puede
evitar parcialmente con un sistema de control que mantenga el pH dentro de un intervalo éptimo. Sin embargo, el
principal mecanismo por el cual el lactato parece afectar negativamente a las células, es por un aumento en la
osmolaridad del medio extracelular ante la adicion de alcali para regular el pH (Cruz et al. 2000, FPereira et al,
2018; Torres et al,, 2018). En general, se ha descrito que concentraciones de lactato de 20 a 40 mM deterioran la

productividad y mas de 40 mM inhiben el crecimiento celular (Alfamirano et al., 2013, Torres et al.,, 2018).

En el caso del ion amonio, este tiene un mayor impacto en el cultive de células que el lactato, debido a que
concentraciones de amonio de tan solo entre 2 y 5 mM, pueden inhibir el crecimiento y afectar la productividad
(Alfamirano et al., 2013; Torres et al, 2018). El mecanismo preciso de la toxicidad del amonio en células no se
encuentra totalmente claro, a pesar de que se ha demostrado que este efecto depende del pH (Schneider et al.
1996, Cruz et al, 2000). El ion amonio puede competir con cationes, tales como potasio, para el transporte
dentro de la célula a través de la bomba Na*K* De este modo, la acumulacién de amonio interrumpe el
gradiente celular electroguimico e induce la acidificacién del citoplasma, aumentando asi el consumo de energia

para mantener la homeostasis del pH (Martinelle et al. 1998, Cruz et al, 2000). El amonio también induce la
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apoptosis en células cultivadas, donde se ha observado fragmentacion del ADN y disminucion del volumen
celular, efecto que probablemente esté relacicnado con los procesos de transporte que ocurren a nivel de la
membrana plasmatica (Cruz et al, 2000). Por otra parte, el amonio puede afectar negativamente a la
glicosilacién de las proteinas producidas a partir del cultivo de células de mamiferos, ya que causa un incremento
del pH en los compartimentos del Trans-Golgi, que afecta el funcionamiento de enzimas como las sialil-
transferasas y galactosil-transferasas, lo que puede provocar una disminucion de acido sialico (NeuAc) vy
galactosa (Gal) (Gawlfitzek et al.,, 2000, Yang vy Butler, 2002, Butler, 2006, McAlee et al., 2014); ademas se ha
observado que puede inducir variaciones en los sitios de ocupacién y el ndmero de ramificaciones, como

detallaremos mas adelante (Altamirano ef al., 2013, McAtee et al., 2014).

3.3- Impacto del metabolismo central del carbono sobre la calidad de la proteina secretada.

El perfil de glicosilacion se encuentra entre los atributos de calidad criticos mas importantes de las glicoproteinas
terapéuticas. El proceso de glicosilacion consiste en la adicién de glicanos u oligosacéridos a una cadena de
polipéptido, como cadenas laterales covalentemente unidos a residuos especificos de aminodcidos. La
glicosilacién se presenta en dos formas principales, como N-glicosilacién y O-glicosilacién, que se desighan por

el grupo funcional de los amincacidos donde se unen los glicanos (Fan et al., 2015; Blondeel y Aucoin, 2018).

Los N-glicanos se unen mediante enlaces amida a residuos de asparagina y son tipicamente oligosacaridos mas
grandes en comparacion con los O-glicanos, que se unen a la serina o treonina mediante enlaces glicosidicos.
En las glicoproteinas terapéuticas, la N-glicosilacién resulta de mayor relevancia, particularmente con respecto a
los AcM, ya que la dglicosilacién de la regidén Fc es un factor importante en las funciones efectoras del sistema
inmunolégico, como la activacion del complemento y la unidn a los receptores Feoy de los leucocitos que da lugar
a diversas respuestas inmunes (Blondeel v Aucoin, 2018). De manera general, el perfil de N-glicosilacion es
esencial para asegurar las propiedades fisicoquimicas, biolégicas y clinicas de las proteinas terapeuticas;
incluyendo estabilidad y plegamiento de la estructura, la solubilidad, el tiempo de vida media en suero, la eficacia
y la inmunogenicidad, entre otras (Berger et al., 2012, Butler, 2006; Costa ef al., 2013, McAtee et al., 2014). Por

lo tanto, el control la N-glicosilacidn resulta crucial en el procesamiento bioldgico-farmaceéutico, siendo un atributo
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de calidad critico para garantizar tanto la funcién biolégica de estos biofarmacos, como la farmacocinética y

farmacodinamica de los mismos.

La N-glicosilacién tiene lugar en el reticulo endoplasmatico (RE) y aparato de Golgi a través de varios pasos de
reacciones cataliticas impulsados por un repertorio de glicosiltransferasas y glicosidasas (Figura 2). Estas
reacciones consisten en la unidn de un precursor lipido-cligosacéarido dolicol fosfato (Gle3Man9GIcNAc2-PP-
dolicol) al sitio de N-glicosilacion (secuencia Asn-X-Ser/Thr) de la proteina en cuestion, seguido de una serie de
reacciones de remocion de residuos de glucosa y manosa, asi como la adicion de otros azucares (N-
acetilglucosamina (GlcNAc), galactosa (Gal), fucosa (Fuc) y acido sialico (NeuAc). Como sustratos, son utilizados
los azucar-nucleétidos UDP-GIcNAc, UDP-Gal, GDP-Fuc y CMP-NeuAc, los cuales son sintetizados en el

citoplasma y transportados luego al interior del RE o los diferentes compartimentos de Golgi (Fan et al., 2015).
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Figura 2: Esquema del proceso de N-glicosilacion (Adaptado de Fan et al., 2015).



Los patrones de glicosilacion son naturalmente y en general heterogéneos. Hay dos fuentes principales de
variabilidad en la glicosilacion: macroheterogeneidad, que se refiere al hecho de que un sitio particular en la
proteina puede estar o no dlicosilado; y microheterogeneidad, relacionada con la diversidad de estructuras de
glicanos que podemos encontrar en el mismo sitio entre una molécula de proteina y otra. Sin embargo, esta
variabilidad natural presenta un desafio particular para la produccion de glicoproteinas terapéuticas, donde los
patrones de gdlicosilacion deben reproducirse dentro de regiones de tolerancia estrictas definidas por las

autoridades reguladoras (Butler, 2006).

Los patrones de N-glicosilacion son dependientes, en gran medida, de factores tales como la estructura
tridimensional de la proteina recombinante, que determina la accesibilidad de las glicosiltransferasas a los sitios
de glicosilacion (Butler, 2006, Hills et al.,, 2001), el tiempo de residencia en el aparato de Golgi, asi como la
expresion, localizacidon y actividad de las enzimas de procesamiento de la glicosilacion (Gawlitzek et al 2000,
Pacis et al 2011, Rivingja et al.,, 2009, Fan et al., 2015), y la disponibilidad intracelular de sustratos de azUcar-
nucledtides (Fan et al, 2015 McAfee et al, 2014, Wong et al., 2010), todo lo cual conduce a cambios en la
heterogeneidad. Varios de estos factores que influyen en el perfil de glicosilacidon pueden verse a su vez
influenciados por cambios en el entorno del cultivo, y ademas se encuentran estrechamente relacionados directa

o indirectamente al metabolismo energético celular.

La disponibilidad de los precursores azUcar-nucledtidos es controlada por el metabolismo central, teniendo en
cuenta que son fundamentalmente sintetizados a partir de intermediarios de la via glicolitica, siendo la glucosa el
sustrato principal. La limitacién de glucosa puede resultar en una escasez de precursores que conduce a una
disminucién en la glicosilacion, tanto a nivel de los sitios de ocupacién como en la complejidad de los glicanos.
Se ha demostrado que la restriccion de glucosa conlleva a un incremento de formas altas en manosa (formas no
maduras), asi como una disminucién de la galactosilacion y sialilacidn, siendo esta Ultima de gran importancia

para el tiempo de vida media de la proteina en sangre (Nyberg et al., 1999, Butler, 20086).

Se ha observado que el efecto de la limitacién de la glucosa se encuentra fundamentalmente relacionado con la
reduccion intracelular de UDP-GlcNAc + UDP-GalNAc (UDP-GNAC). Nyberg et al, (1999) propusieron, sobre la
base del analisis de los niveles de nucledtidos y estimaciones de los flujos metabdlicos, un modelo de para

explicar los efectos de la limitacién de la glucosa y la glutamina que, como hemos visto, es el otro sustrato
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esencial para el metabolismo de células CHO. Tales autores mostraron gue durante la limitacién de glucosa, el
carbono disponible se usa preferentemente para la produccion de energia, o que provoca una reduccion de la
biosintesis de nucledtidos. Debido a que los trifosfatos de nucledsidos como el UTP se consumen continuamente
para la sintesis de ARN, se agotan, afectando la sintesis de UDP-GNAc. Por su parte, el agotamiento de la
glutamina disminuye significativamente la formacion del azlcar que se activara con UTP, la glucosamina-fosfato,
que se forma a través de la reaccién enzimatica catalizada por la fructosa 6-fosfato amidotransferasa (GFAT),

donde la glutamina es donante del amonio requerido.

Por otra parte, la produccion de subproductos metabdlicos como el lactato y el amonio, liberados durante el
catabolismo de la glucosa y glutamina respectivamente, puede afectar también los patrones de glicosilacion. En
cuanto a la influencia del amonio, se han descrito dos posibles mecanismos para explicar su efecto. El primero
de ellos se encuentra relacionado con el aumento observado en la relacién UDP-GIcNAG/UTP que se produce
por la mayor incorporacion del amonio a glucosamina, precursor de UDP-GlcNAc, como vimos anteriormente.
Este azdcar-nucledtido compite con el transporte de CMP-NeuAc al Golgi, provocando por una parte incremento
en el nimero de antenas (por una mayor adicion de GlcNAC); y por otro, una disminucion de la concentracion del
sustrato disponible para la sialilacion (Gawlitzek et al., 1998, Grammatikos et al, 1998, Valley et al. 1999, Yang v

Butler, 2000).

El segundo mecanismo plausible para el efecto del amonfaco es que eleva el pH del Golgi, desplazandose asi
del pH éptimo de las enzimas sialil-transferasas para su actividad (Grammatikos et al, 1998, Gawlitzek et al.,
2000; Yang y Butler, 2002, Aghamaohseni et al., 2014). El amonio es una base debil capaz de difundir a través de
las membranas celulares, impactando el pH intracelular de crganelos como Golgi, en el cual las cisternas de ¢fs,
medial y frans operan a niveles de pH distintos. Hassinen y Keéllokumpu (2014), demostraron que las
glicosiltransferasas forman dimeros homomeéricos y heteroméricos reversibles, que migran como complejos
moviles entre el RE y los diferentes compartimentos de Golgi. Los homodimeros se favorecen mas cerca del pH
neutro del RE, donde se sintetizan estas enzimas, mientras que la formacién de dimeros heteroméricos, con
actividad mejorada, se favorece en los puntos de pH reducido de las respectivas cisternas de Golgi donde

operan. De este modo, los niveles mas altos de amoniaco neutralizaran el pH intracelular de las cisternas de
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Golgi, haciendo que los pares de heterodimeros se dividan y vuelvan a adoptar sus formatos de homodimeros,

reduciendo su funcionalidad.

En el caso del lactato, aungue no ha sido determinado hasta el momento un efecto directo de este metabolito
sobre el patrén de glicosilacion, se ha visto que varias de las modificacicnes metabdlicas realizadas para
disminuir su acumulacion, pueden afectar negativamente la calidad de la glicoproteina (Altamirano et al, 2006,
McAtee et al., 2014). Ejemplo de esto, es el trabajo de Pacis et al. (2011) quienes encontraron un incremento en
la proporcién de formas altas en manosa, las cuales son mas rapidamente removidas del suero, ante la
exposicidn a mayor osmolaridad en el medio de cultivo, condicidon que deriva de la adicién de bases para

controlar la acidificacién producida por la acumulacion de lactato.

Teniendo en cuenta los aspectos anteriores, sobre la interrelacion del metabolismo energético con el adecuado
perfil de glicosilacion de las glicoproteinas recombinantes producidas en lineas celulares de mamiferos, resulta
esencial llevar a cabo un seguimiento cercano sobre el comportamiento de estos patrones, ante cualguier

estrategia desarrollada para optimizar el metabolismo celular.

3.4- Estrategias empleadas en la optimizacion del metabolismo energético en células de mamiferos.

La cantidad de proteina expresada en un cultivo celular es dependiente en general, de la integral en el tiempo de
la concentracion de celulas viables y de la productividad celular especifica (ge). En tal sentido, las estrategias de
ingenieria celular se han enfocado, principalmente, en extender la longevidad del cultivo, regulando el ciclo de
vida y limitando la apoptosis (Mohan et al, 2008). Por su parte, la ingenieria metabdlica se ha direccionado a
incrementar indirectamente el crecimiento celular y la productividad volumétrica, inhibiendo la acumulacion de
metabolitos tdxicos como el lactato y amonio; ademas de optimizar la eficiencia del metabolismo central,

redireccionando las vias metabdlicas a una utilizacién mas eficiente de la energia (Altamirano et al, 2013).

Es de destacar que estudios recientes basados en Analisis de Flujos Metabdlicos (MFA), han observado
consistentemente que las células CHO dependen mas de los flujos del TCA y de la fosforilacion oxidativa para el
suministro de energia, cuando la tasa de produccion especifica de proteina recombinante (ge) es la mas alta

(Figura 3) (Martinez et al., 2013; Ahn y Antoniewicz, 2013, Templeton et al., 2013; Young, 2014, Vacanti et af,
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2014; Wahrheit et al., 2014). Este fenotipo metabdlico, con flujos respiratorios incrementados, resulta por tanto
mas deseable en aras de maximizar la productividad celular, siendo el que se intenta promover a través de las

diferentes estrategias de ingenieria metabdlica.

Glucosa Glucosa

PPP| Fase de Fase dﬁ
" Crecimiento _Produccwcln )
[ 3 . J
Piruvato » Lactato —» Piruvato «——— Lactato

= Glutamina Glutamina

Figura 3: Fenotipos metabdlicos durante las fases de crecimiento y produccion de cultivos por lote alimentados (Adapfado de Young, 2014).
El grosor de las flechas se relaciona proporcionalmente con la magnitud de los flujos de las reacciones o vias representados, las lineas

discontinuas indican la presencia de flujos practicamente despreciables.

Multiples estrategias han sido disefiadas para optimizar el metabolismo energético y reducir el impacto que los
metabolitos de desecho, como el lactato y amonio, suelen tener sobre la produccién de glicoproteinas
recombinantes en células de mamifero. Estas estrategias se resumen en la figura 4 y podemos agruparlas
basicamente, dentro de tres enfoques fundamentales: 1- la reduccién de las tasas de consumo de las principales
fuentes de carbono, 2- el acoplamiento de la glicdlisis v las vias oxidativas y 3- la inhibicién de la produccién de

lactato a través de la LDH.

Como parte de la primera de las aproximaciones mencionadas, el uso de galactosa o fructosa en lugar de
glucosa ha demostrado ser una alternativa para evitar la sobreproduccién de lactato, debide a que la afinidad de
la hexoquinasa para estos azlcares es aproximadamente 20 veces menor que para la glucosa (Altamirano et al,
2006). Sin embargo, aunque se ha visto que la galactosa aumenta la viabilidad celular y la duracién de cultivo
(Altamirano et al. 2000), se produce una reduccién significativa del crecimiento celular. Para mejorar la biomasa

celular, se ha propuesto una estrategia de cultivo bifasico (alternando el consumo de glucosa y galactosa) en
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cultivos en lotes y de lote alimentado en células CHO, lograndose mayores densidades celulares con una

acumulacion de lactato significativamente menor (Affamirano ef al., 2004; Vergara et al 2012; Sun et al., 2013;).
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Figura 4: Representacion esquematica de las principales estrategias empleadas en la optimizacion del metabolismo del carbono en células
de mamiferos. Leyenda. lineas azules: etapas citoplasmatica principalmente relacionadas con |la via glicolitica; lineas marrdn: etapas
mitocondnales principalmente relacionadas al ciclo de los acidos trcarboxilicos y reacciones anaplerdticas; lineas malva: etapas relacionadas
a la glutamindlisis; lineas verdes discontinuas: sobreexpresion de enzimas o transportadores; lineas rojas discontinuas; regulacion negativa
de enzimas o transportadores, elipses verdes. enzimas v transportadores sobreexpresados; elipses rojos enzimas v transportadores
negativamente regulados. GLUT1: Transportador de glucosa isoforma 1; GLUTS: Transportador de glucosa isoforma 5 MCT. transportador
de monocarboxilatos, DHAP: dihidroxicetona fosfato; GAZP: gliceraldehido 3-fosfato; PYC: piruvato carboxilasa de levadura; MDH1: malato

deshidrogenasa citoplasmatica; MDHI malato deshidrogenasa mitocondnrial, LOH: lactato deshidrogenasa; PDH: piruvato deshidrogenasa;
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PDHK: piruvato deshidrogenasa quinasa; ME: enzima malica; MAS: Lanzadera de malato-aspartato; OAA: oxalacetato; aKG: a-cetoglutarato;

TCA: Ciclo de los acidos tricarboxilicos; Glu: glutamato; Gin: glutamina; Ala: alanina; Gly: glicina; NH;*: amonio; PEPasa: peptidasa.

También se han desarrollado alternativas al uso de la glutamina para evitar los efectos de un aumento de la
concentracion de iones amonio, fundamentalmente basadas en la sustitucién por glutamato, en células con el
sistema de expresion de la glutamina sintetasa (GS) (Altamirano ef af, 2000 Hong et al., 2010). El uso de
dipéptidos como L-alanil-L-glutamina (disponible comercialmente como GlutaMAX™) ha demostrado ser un
sustituto fiable de la glutamina y ha conducido también a una disminucién de la acumulacién de lactato
(Alfamirano et al, 2000, Karengera et al, 2017a). Sin embargo, se ha visto que el reemplazo de gluccsa y
glutamina eventualmente conlleva a un gran impacto en la glicosilacion de proteinas recombinantes terapéuticas,
teniendo en cuenta que la disminucion de los niveles de glucosa intracelular puede afectar la sintesis de azlcar-

nuclesdtidos requeridos en la glicosilacion (McAtee et al, 2014, Ha y Lee, 2015 Torres ef al., 2018).

Entre las estrategias de ingenieria celular encaminadas al mismo objetive de enlentecer el consume de glucosa,
se destacan la regulacidén negativa del transportador de glucosa GLUT1 en células de hibridoma, lo cual reduce

la incorporacion de glucosa en casi un 50% vy el rendimiento lactato/glucosa en 12% (Paredes ef al. 1999).

La sobreexpresién de la isoforma del transportador de glucosa con mayor afinidad por fructosa GLUTS, utilizando
fructosa como principal fuente de carbono en el medio de cultivo condujo a una importante disminucion de las
tasas de produccién de lactato y un aumento de la densidad de células viables en comparacion a los cultivos
alimentados con glucosa en células CHO. Sin embargo, estos resultados dependen en gran medida de la
regulacion de la expresion del gen giuts como fue mostrado por Le et al. (2013), mediante la expresion inducible
del gen. Por el contrario, Witkens y Gerdtzen (2015), que utilizaron una linea celular CHO constitutiva que
sobreexpresa GLUTS en un lote convencional con fructosa como principal fuente de carbono, reportaron un
aumento del crecimiento celular y la produccidn de IgG, pero una produccion de lactato similar en comparacion

con los cultivos basados en glucosa.

La modulacién de la actividad de la lactato deshidrogenasa (LDH) ha side un blanco ampliamente estudiado para
disminuir directamente la produccion de lactato, aunque no todas los genes que codifican para las diferentes

subunidades de los heterotetrameros, que dan lugar a las 5 isoenzimas, pueden ser silenciados, ya que se afecta

22



fuertemente la viabilidad celular (Sanfeliv et al. 1997). Sin embargo, varios estudios se han enfocado en la
regulaciéon negativa de la LDH mediante la inhibicién parcial del gen LDH-A, el cual codifica para el tipo de
subunidad H, que ha mostrado ser la de mayor afinidad por el piruvato, catalizando mayormente la reaccion en el
sentido de la conversién de piruvato a lactato (Hartley et al., 2018). Los resultados de estos trabajos, aungue han
conducido a una disminucién de la produccion de lactato en la mayoria de los casos, han sido mixtos en la
relacion del metabolismo del carbono y la produccion de proteina recombinante. (Chen et al. 2001; Jeong et al.
2001; Kim vy Lee, 2007, Wilkens et al., 2013). Un enfogque novedoso en relacién a la regulacion de la LDH resulto
el de Fu et al. (2076) quienes desarrollaron una linea celular CHO tolerante al lactato al sobreexpresar la LDH-C,
un tipo de subunidad generalmente expresada en esperma animal, que preferencialmente convierte lactato a
piruvato. Esto condujo a un mejor crecimiento celular, disminucién de la produccién de lactato y una respuesta de

apoptosis mas robusta en las células CHO.

Por otra parte, la regulacion de la actividad de LDH-A se ha combinado con la modulacion de la expresion de
otras proteinas que podrian estar asociadas con un fenctipo celular mejorado. Este es el caso de la enzima
piruvato deshidrogenasa quinasa (PDHK), la cual regula negativamente el complejo de la piruvato
deshidrogenasa impidiendo, por tanto, la incorporacion del piruvato al TCA. La inhibicidon conjunta de LDH-A y
PDHK condujo a una dréstica disminucién en la acumulacién de lactato (hasta en un 920%) y el aumento en la
produccion de proteina recombinante (Zhou et al,, 20711). La suplementacion de cultivos de células CHO con
dicloroacetato (DCA), un inhibidor de PDHK, disminuyé la produccion de lactato, aumenté la concentracion de
células viables y el titulo final de anticuerpos (Buchsteiner et al, 2018), lo cual apoya la PDHK como un objetivo
metabdlico relevante en la optimizacion metabdlica. Adicionalmente cabe destacar, que la concentracion
mitocondrial de piruvato puede naturalmente inhibir la actividad de la PDHK (Patel y Korotchkina, 2001), siendo

este un hecho a considerar en el disefic de nuevas estrategias.

En funcién del redireccionamiento del piruvato para evitar la formacion de lactato, la sobreexpresidn de enzimas
anaplerdticas, como la piruvato carboxilasa (PC) o la malato deshidrogenasa (MDH), ofrecen un blanco atractivo
que ha sido explotado. Muchos estudios han demostrado que la sobreexpresién de PC citosdlica de levadura
(PYC2) disminuye de manera efectiva la produccién de lactato, mejora la viabilidad celular y conduce a un uso

mas eficiente de las fuentes de carbono en las lineas celulares HEK-293, BHK-21 y CHO recombinantes (frani et
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al, 1999, Jeong et al., 2001; Elias et al. 2003, Fogolin et al., 2004; Toussaint ef al., 2016, Gupta et al, 2017a;
Karengera et al., 2017a; Karengera et al.; 2017b). Sin embargo, estos trabajos no siempre arrojan resultados
consistentes con respecto a la produccién de proteina recombinante, el consumo de glucosa y la capacidad de
las células para cambiar de un fenotipo productor de lactato a consumidor de lactato (Templeton y Young, 2018
Torres ef al, 2018). Aungue los estudios mas recientes han destacado la influencia que la variaciéon clonal y el
proceso de cultivo tienen en la productividad resultante y los niveles de consumo de nutrientes de las lineas
celulares que expresan PYC2 (Toussaint ef al, 2016, Gupta et al., 2017a). En cuanto a la sobreexpresion de
MDHII (isoforma mitocondrial de la enzima MDH), ha mostrade reduccion en la produccion de lactato e
incremento en los niveles de NADH y ATP, pero los efectos sobre el crecimiento celular y produccién de proteina

recombinante no han sido del todo consistentes (Chong et al., 2010; Wilkens y Gerdfzen, 2015).

La sobreexpresion del transportador mitocondrial Aralar1, gque forma parte de la lanzadera malato-aspartato
(MAS), en una linea celular CHO productora de lactato, facilitd el cambio metabdlico de la produccion a consumo

de lactato (Zagari et al., 2013b); mientras que la expresion conjunta de esta proteina junto a PYC2 y piruvato

quinasa en HEK293, condujo a un mejor balance del metabolismo del piruvato y un incremento en la produccion

de particulas pseudovirales recombinantes (Xie et al., 2019).

Como se ha visto hasta este punto, hemos discutido las principales estrategias hasta este momento exploradas
con la finalidad de contender con el efecto Warburg en células de mamiferos, haciéndolas metabdlicamente mas
eficientes y por tanto, mejores productoras de proteinas recombinantes. Sin embargo, es este un campo con
interesantes aristas aln por continuar desarrollando, teniendo en cuenta que aunque el objetivo de la reduccion
del lactato se logré en la mayoria de estos estudios, no siempre se alcanza un incremento significativo y

constante del rendimiento del producte y el crecimiento celular en muchos de ellos se ve comUnmente afectado.

3.5- Papel de Transportador mitocondrial del piruvato en el metabolismo del carbono de células animales.

El piruvato es un eslabén fundamental dentro de la via central del metabolismo energético celular, al ser el
producto final de la glicdlisis. Varios estudios han aportado evidencias sobre el cuello de botella existente en la

entrada del piruvato a la mitocondria y el papel del transportador mitocondrial del piruvato (MPC), que ha sido
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identificado como el complejo proteico responsable del transporte de piruvato a las mitocondrias (Halestrap,
1975). Si bien el piruvato puede atravesar libremente la membrana externa de las mitocondrias (a través de
porinas o canales no selectivos), necesita el MPC para cruzar la membrana interna y entrar a la matriz
mitocondrial (revisado por Vanderperre et al,, 2015). La identidad molecular del MPC se ha descrito como un
complejo multimérico de alrededor de 150kDa, altamente conservado de levaduras a humanos, lo cual implica su
relacién a funciones celulares fundamentales. Estd integrado por multiples representaciones de un heterodimero,
compuesto por las subunidades MPC1 y MPC2 en células de mamiferos, aunque en levaduras se ha descrito
que también puede aparecer MPC3 asociado a MPC1 (Bricker et al, 2012; Herzig et al, 2012; Bender y
Martinou, 2016). El complejo del heterodimero se ha propuesto como unidad funcional en células de mamiferos,
ya que se ha demostrado que ambas subunidades deben estar presentes para el adecuado transporte de
piruvato. Sin embargo, la estequiometria exacta entre ambas subunidades aun no ha sido determinada para las
células de mamiferos y la posibilidad de un ensamblaje oligomérico mas grande, no puede ser completamente

excluida (Bender y Martinou, 2016; Tavoulariet al., 2019).

Al comparar la secuencia del MPC con la de otros transportadores mitocondriales canénicos de la familia SLC25,
se ha observado que no poseen gran similitud. Sin embargo, el MPC parece tener estructuras secundarias
similares a las de los transportadores de glucosa “semiSWEET" en bacterias como Vibrio sp. y Leptospira sp.,
formando un dimero pseudo-simétrico como el que se muestra en la figura 5 (Vanderperre et al. 2015). También,
Halestrap (1975) encontré que el transporte de piruvato al interior de la mitocondria esta asociado a un flujo

estequiométrico de protones dependiente de la cadena de transporte de electrones tal y como se representa en

la figura 5.
MPC e
Piruvato™ H* H*
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Figura 5: Representacion de la estructura del transportador “semiSWEET" de bacterias, un homologo de la estructura secundaria de MPC

(Adaptado de Vanderperre et al. 2015) y mecanismo de accion sugerido para MPC (Adaptado de Halestrap, 7975).
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Diferentes autores han demostrado el papel de MPC en el destino oxidativo del piruvato. Bricker et al. {2012) y
Herzig et al. (2012) reportaron que la delecién de mpc? en modelos de levaduras y Drosophila sp., conduce a un
consumo defectuoso de piruvato por la mitocondria, lo que resulta en la reduccién de los intermediarios del TCA
Y, en consecuencia, la acumulacién de intermediarios de la glucdlisis. También se ha evaluado el silenciamiento
de mpct o mpe2 en células de mamiferos, mostrandose una reduccion en la oxidacion del piruvato (Bricker et al.
2012). Diversos trabajos de Anélisis de Flujos Metabdlicos marcando con C'™ han mostrado, que la inhibicién
farmacolégica o transcripcional del transpertador mitocondrial de piruvato resulta en una redistribucion de flujos,
observandose la oxidacion de otros sustratos como o son &cidos grasos y aminoacidos, especialmente la
glutamina, para satisfacer la provision de intermediarios biosintéticos en el TCA a través de reacciones
anaplerdticas, y asi suplir la profunda supresion de piruvato, todo lo cual resulta en mayor acumulacion de lactato
y amonio (Yang ef al., 2014, Wahrheit et al,, 2014, Vacanti et al., 2015). Schell et al. (2014) encontraron una
reduccion del efecto Warburg cuando la expresion de mpe y mpe2 se restaurd en diferentes lineas celulares de

céncer de colon que carecian o tenian una expresién insuficiente de MPC1.

Pese a no ser muy amplia la informacién encontrada en la literatura acerca de la regulacion de la expresion de
este transportador, se ha descrito que MPC1 se encuentra regulado negativamente por el factor de transcripcion
[l del promotor de la ovalbimina de pollc (COUP-TFII). Este es un receptor de esterocides presente en células de
mamiferos durante etapas del desarrollo embrionario en muchos tejidos, mientras que su expresion suele
perderse mas adelante en las células diferenciadas. Sin embargo, este factor se ha visto sobreexpresado en
diferentes tejidos tumorales como el cancer prostatico y glioblastomas, donde juega un papel fundamental en la
progresion del tumor mediante la supresion de mpc? y la desregulacion, de este modo, del metabolismo de la
glucosa (Wang et al., 2016; Xiao et al, 2018). Por su parte, en carcinomas renales humanos, se ha encontrado
relacionada la expresion de MPC1, a la del co-activador 1-alfa del receptor gamma activado por el proliferador de
peroxisoma (PGC-1a). Koh et al. (2018) encontraron que PGC-1a interactia con el receptor alfa relacionado con
estrogenos (ERR-a) y lo recluta, impidiendo su unidn a los motivos de elemento de respuesta ERR-a ubicados
en el promotor MPC1 proximal, lo que resulta en una activacion eficiente de la expresion de MPC1. La baja
expresion de PGC-1a en el carcinoma renal humano podria contribuir a la expresion reducida de MPC,
resultando en una capacidad respiratoria mitocondrial deteriorada al limitar el transporte de piruvato a la matriz

mitocondrial.
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Todos estos antecedentes sobre el papel esencial del MPC en la regulacion del catabolismo de la glucosa,
sugieren la sobreexpresion del mismo como un blanco atractivo de la ingenieria metabdlica para reducir la
produccion de lactato en células de mamiferos empleadas en la produccién biofarmacéutica. En un reciente
trabajo Xie ef al. (2019), sobreexpresaron mpc3 de levadura (entre otras modificaciones realizadas) en células
HEK-293, encontrando una disminucion en la produccién de lactato y una produccion estimulada de particulas
pseudovirales recombinantes. Este es un resultado promisorio, pese a no haberse incluido la sobreexpresion de

mpcT, que es el gen cuya expresion se ha visto mayormente suprimida en células cancerigenas.

Teniendo en cuenta los hechos antericres y la semejanza del comportamiento fenotipico entre las células
tumorales y las lineas celulares inmortalizadas, planteamos la hipotesis de que una presencia disminuida del
MPC en las células CHO podria ser el cuello de botella para el importe de piruvato y la posterior oxidacién
mitocondrial, lo que desencadena una alta produccion de lactato. De esta forma, la sobreexpresion de ambas
subunidades MPC1 y MPC2 de mamiferos en células CHO, podra favorecer, en mayor medida, la entrada de
piruvato a la mitocondria y lograr un mayor rendimiento energético, menor acumulacién de lactato y un
incremento en la productividad y calidad de glicoproteinas recombinantes expresadas en este sistema. En una
primera aproximacion a este objetivo, mediante el trabajo desarrollado por Gémez (2017) en nuestro grupo,
fueron sobreexpresadas en células CHO-S, las secuencias mpe? y mpce2 de ratdon, que codifican para
subunidades del transportador mitocondrial del piruvatc. De este modo, el presente trabajo, representa una
continuidad al curso de esa estrategia, donde se evaluard la sobreexpresion de ambas subunidades del
transportador mitocondrial de piruvato (MPC1 y MPC2) en las células CHO-S, asi como el efecto de dicha
sobreexpresion en el desempefic metabdlico de las células modificadas genéticamente, la productividad de las

mismas y la calidad de glicoproteinas recombinantes producidas en este sistema.
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IV. HIPOTESIS

La sobreexpresion del transportador mitocondrial de piruvato en células CHO promueve una utilizacién mas
eficiente de la glucosa como fuente de carbono, disminuyendo la produccidon de metabolitos de desechos como

lactato y amonio, y favoreciendo la produccion de proteinas recombinantes.

V. OBJETIVOS

Objetivo General

Caracterizar las modificaciones metabdlicas inducidas por la sobreexpresion del transportador mitocondrial de
piruvato en celulas CHO-S y su repercusion en la productividad y calidad de glicoproteinas heterélogamente

expresadas en este sistema.

Objetivos Especificos

1-  Evaluar la sobreexpresion de las subunidades MPC1 y MPC2 del transportador mitocondrial de piruvato
en células CHO con diferentes construcciones moleculares de los genes de interés.

2- Determinar como influye la sobreexpresion del transportador mitocondrial de piruvato sobre el
desempefio cinético y metabdlico en los cultivos de las lineas MPC recombinantes, produciendo
proteinas heterdlogas de manera transitoria y estable.

3- Disefar clonas estables de la linea celular CHO-S con elevada expresién de las subunidades MPC1 vy
MPC2 del transportador mitocondrial de piruvato, que co-expresen la secuencia codificante de la
fosfatasa alcalina humana secretada como proteina recombinante modelo.

4- Evaluar el efecto de la sobreexpresion del transportador mitocondrial de piruvato sobre perfil de
glicosilacién de la fosfatasa alcalina humana secretada, co-expresada en el sistema como glicoproteina

modelo.
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VI. MATERIALES Y METODOS

Seccion A: Evaluacion de las lineas estables no clonales CHOmpc1mpc2 y CHOmpc2mpc1

6.1- Lineas celulares y condiciones de cultivo

Se utilizé la linea celular comercial CHO-S® (A1155701, Invitrogen), asi como las lineas celulares recombinantes
estables CHOmpc1mpc2, CHOmpc2mpe1 y CHO-EGFP; derivadas de CHO-S previamente obtenidas por
Gomez, (2017). Las dos primeras lineas sobreexpresan el transportador mitocondrial de piruvato y solo difieren
en el orden de los genes mpc1 y mpc2 recombinantes (secuencias de Mus musculus) dentro de los casetes de
expresion del vector pCHO 1.0 (A13696-01, Invitrogen) con el que fueron transfectadas. Por su parte, la tercera
linea expresa el gen de la proteina verde fluorescente y se utilizé como linea celular control para varios de los

analisis desarrollados a lo largo de este trabajo.

Las lineas celulares fueron subcultivadas cada tercer dia en matraces Erlenmeyer de 125 mlL, a 0.4x106
células/mL en 30 mL de medio CD FortiCHO (A1148301, Gibco) suplementado con L-glutamina 8 mM. Los
cultivos se mantuvieron a 37°C, 95% de humedad, en una atmdsfera de aire enriquecido con CO2 al 8% y 130
rpm de agitacién. El conteo celular y la viabilidad se evaluarcn mediante un Multisizer ™ Coulter Counter®

(Beckman) y exclusién con azul de tripano en camara de Neubavuer, respectivamente.

6.2- Analisis de expresion relativa de mpc1 y mpc2 mediante RT-qPCR

Se disefiaron oligonucledtidos para amplificar especificamente secuencias mpc? y mpcZ de Cricetulus griseus
(secuencias nativas) y Mus musculus (secuencias recombinantes), asi como para p-actina que se utilizé como
gen de referencia. Las secuencias codificantes de estos genes, fueron obtenidas a partir de la base de datos de
GeneBank (MNational Center for Biotechnology Information-NCBI). De los oligos disefiados, los cuales se
muestran en la tabla 1, se analizaron las propiedades de Tm, %GC, formacién de horquillas y auto-dimerizacion,

utilizando el programa en linea OligoAnalyzer 3.1 (Integrated DNA Technologies).
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Tabla 1: Oligonucledtidos utilizados en la RT-gPCR

Especie Gen Oligonucledtido (5°>3’) Fragmento (pb) Acceso NCBI
GTC TCC CCATTG CTG CCATC
cMpct 86 XM_007611488.1
GGAATAGCAACAGAGGGCG
Cricetulus CTG CTG CCA GAG AAA TTG AG
cMpc2 108 XM_003502283.2
griseus AGC TAA TCC AGC ACACAC C
AGC TGA GAG GGA AAT TGT GCG
B-actina 95 NW_003613618.1
AGGAAGAGGATGCAGCAGTG
GAG CAAGGACTTCCGGGAC NM_018819.4
mMpc1 82
Mus GAT AGC AGC AAT GGG GAG AC
muscuius GGC AGG CCC CAGAAC AGTTT
mMpc2 109 NM_027430.2

CTGAGC TGT GCT GAG TTT CTC

El ARNm de las lineas celulares CHOmpc1mpe2, CHOmpc2mpe1 y CHO-S, se extrajo usando el Kit “RNeasy
Mini Spin Technology” (74104, Qiagen). El ARN extraldo fue tratado con Turbo DNase (AM2238, Invitrogen), se
cuantifico a 260 nm (NanoDrop 1000, ThermoScientific) y la pureza se verificé mediante las relaciones de
absorbancia 260/280 y 260/230. La integridad del ARN se confirmd por electroforesis en gel de agarosa al 1.2 %.
La RT-gPCR se realizd utilizando el mismo contenido de 50 ng de ARN por muestra, en un termociclador
Stratagene Mx30050FP (Agilent Technologies), utilizando el kit “Brilliant 11l Ultra-Fast SYBR Green QRT-PCR

Master Mix" (6008886, Agilent Technologies).

La expresion relativa (ER) de la transcripcion se determiné mediante el método 2-85Ct (f jvak v Schmittgen, 2001).
Brevemente, este método consiste en comparar las Ct (del inglés, Treshold Cycle, ciclo umbral de deteccion de
flucrescencia, que es inversamente proporcional a cantidad de transcrito inicial), de los genes objetivo en las
muestras a analizar, normalizadas con respecto al gen de referencia (ACtejrer), €n relacién a la muestra control

también normalizada (ACten, refr), S2gUN Se describe en las siguientes ecuaciones:

ER= 2-8aCt (Ecuacion 1)
Donde: AACt = ACtobjref - ACKctr ref {Ecuacion 2)
siendo, ACtobjref= Clobj - Ctref(obj) {Ecuacion 3)
¥ ACltetri ref = Cleinl - Crefictr) (Ecuacion 4)
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6.3- Andlisis de expresidn de las proteinas MPC1 y MPC2 por Western blot

Para el andlisis de la expresion de proteinas MPC1 y MPC2 se llevé a cabo la extraccidn de proteinas
mitocondriales siguiendo el protocolo descrito por Bahnemann et al., (2014). En tal sentido, se partid de 1x108
células de los cultivos de las lineas celulares CHOmpc1mpe2, CHOmpc2mpe1 y el control de células CHO-S. Se
centrifugaron a 500 x g durante 5 minutos y el pellet celular fue resuspendido en 5 mL de buffer MIB (0.2 mM de
EDTA, 0.25 M de Sacarosa y 10 mM de Tris-HCI, pH 7.4) al cual se le afadié un coctel de inhibidores de
proteasa (539131, Merck). Los homogenados fueron luego sonicados con 3 pulsos de 15 segundos cada uno,
pausando 5 segundos, con una amplitud del 10%, seguido de 3 centrifugaciones consecutivas a 2000, 4000 y
7500 x g, de 5 minutos cada una y reservando siempre el sobrenadante. Posteriormente se centrifugé a 9500 x g

durante 10 minutos, siendo luego el pellet resuspendido en 200 L de buffer MIB.

De aqui se determind la concentracion de proteinas por el método de Bradford en placas de 96 pozos utilizando
una curva estandar de BSA (albUmina de suero bovino) y midiendo la absorbancia a 595 nm. 20 ug de las
muestras, previa desnaturalizacién a 99°C por 5 minutos, fueron cargadas a un gel de poliacrilamida (15 %) para
ser luego transferidas a una membrana de PVDF. La inmunodeteccitn se realizd utilizando como anticuerpos
primarios anti-MPC1 y anti-MPC2 (D2L9] y D4I7G, Cell Signaling), a una concentracion 1:1000, y como
secundario un anti-congjo conjugado a peroxidasa de rabano (HRP, 1:5000; SC-2004, Santa Cruz
Biotechnology). La proteina HSPS0 se usd como control de carga y se detecté con un anticuerpo anti-HSP60 de
ratén (1:1000; GTX25478, Genetex) y como secundario una 1gG anti-ratén de cabra conjugada a HRP (1:5000;
SC-2005, Santa Cruz Biotechnology). Las membranas se revelaron con Luminata Forte Western HRP
(WBLUFO0500, Millipore) y se analizaron en un fotodocumentador Chemi-doc (Bio-rad) utilizando el software

Image Lab 6.0.1.

6.4- Localizacién mitocondrial de MPC1 y MPC2 mediante Inmunofluorescencia

Para el ensayo de Inmunofluorescencia, las lineas celulares CHOmpc1mpc2, CHOmpe2mpe1 y CHO-S se
sembraron a 1x10% células/pozo en placas Lab-Tek ™ || Chamber Slide™ (154534, Thermo Scientific)
previamente recubiertas con poli-L-lisina (P4707, Sigma Aldrich). Posteriormente las células fueron tratadas con
350 uM de Mitotracker Deep Red (M22426, Invitrogen), incubandose a 37°C por 30 minutos. Luego se fijaron con
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p-formaldehido al 4 % durante 15 minutos y se permeabilizarcn tratando con Triton X-100 al 0.2 % por 10
minutos. Las placas se bloguearon con una solucion de BSA al 3 %, suero al 10 % y glicina 10 mM en PBS 1X
seguido de la adicion de los anticuerpos primarios anti-MPC1 o anti-MPC2 (1:100) y luege el anticuerpo
secundario (anti IgG de conejo acoplado a Alexa-fluor 488 (A11008, Invitrogen), con incubaciones de 1 h en cada
unc de estos pasos. Finalmente se utilizé DAPI en una concentracion 1:2000 para la tincién de nlclecs, y se
realizd la deteccién de flucrescencia mediante un microscopio multifotdnico Olympus FV1000 invertido con un
objetivo 60X Se obtuvieron 16 Z-sfacks y el analisis de imagenes se realizdé con el software Imaged

(Colocalization_Coloc2).

6.5- Determinacién de consumo de oxigeno

La tasa de consumo de oxigeno (OCR, por sus siglas en inglés Oxygen Consumption Rafe) se evalud utilizando
un analizador Seahorse XF96 (100900-400, Agilent Technologies), el cual permite medir el OCR en tiempo real,
a intervalos de aproximadamente 5-8 minutos. Las mediciones en este equipo se realizan aislando un volumen
pequefio de medio (alrededor de 2 yL) sobre una monocapa de células dentro del pozo de una microplaca. El
consumo de oxigeno causa cambios rapidos y facilmente medibles en la concentracién de oxigeno disuelto
dentro de la "microcamara transitoria" (200 um de altura) formada entre la monocapa celular y los sensores. Una
vez completada cada medicidn, las sondas se levantan, lo que permite que el resto del volumen de medio del
pozo se mezcle con el de la microcamara, restaurando los valores de la celda a la linea base. Posteriocrmente, un
sistema integrado de inyeccion permite la adicién secuencial de hasta cuatro compuestos por pozo a intervalos

definidos.

En el presente estudio se utilizd el Mito-Stress Test Kit (103015-100, Agilent Technologies), que incluye una
combinacién de agentes inhibitorios y desacoplantes de la Cadena de Transporte de Electrones (CTE). Las
células se sembraron en 180 pL de medio de ensayo Seahorse XF Base Medium (102353-100, Agilent
Technologies) suplementado con 20 mM de piruvato y 2 mM de glutamina, basado en las concentraciones
utilizadas por Bricker et al. (2012) y Schell et al. (2014) para este tipo de ensayc. Se estudiaron las lineas
celulares CHOmpc1mpe2, CHOmpc2mpe1, asi como CHO-EGFP (Gdémez, 2017) y CHO-S como control, las

cuales se sembraron en placas Seahorse XF-96 (101085-004, Agilent Technologies) previamente recubiertas
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con poli-L-lisina (P4707, Sigma Aldrich). Las concentracion éptima de células por pozo a utilizar, asl como de los
diferentes compuestos a afadir fueron seleccionadas a partir de ensayar 80,000; 100,000 y 120,000
células/pozo; 1 y 2 UM de oligomicina; 0.25, 0.5, 1 y 2 UM de carbonilcianuro-p-trifluorometoxifenilhidrazona
(FCCP); mientras gue para la mezcla equimelar de rotenona/actimicina se utilizé la concentracion de 0.5 uM
recomendada por el fabricante por ser suficiente para anular la respiracion mitocondrial para la mayoria de las
células animales en las densidades usadas. Los experimentos realizados se programaron para tomar 3
mediciones de respiracion basal (sin la adicion de ningln modulador) y 3 posteriores a la adicién de cada uno de
los compuestos. Los datos de OCR se normalizaron con respecto al contenido de proteina total por muestra, la
cual se midié mediante el método de BCA (&cido becinconinico). Los resultados de 24 réplicas bioldgicas, de

cada linea celular evaluada, se analizaron estadisticamente mediante una prueba de t de Student.

6.6- Construccion de vectores de expresién para transfecciones transitorias

Los plasmidos pVAX1-hSEAP y pCHO-AcM se usaron para la expresién transitoria de las proteinas
recombinantes modelo fosfatasa alcalina humana secretada (hSEAP) y un AcM humano que reconoce la
proteina E del virus Zika (EDE1-C8), respectivamente. La secuencia de hSEAP se obtuvo a partir de una linea
celular CHO-DG44 productora de la enzima (Lipscomb et al., 2005), bajo el promotor inducible MMTYV (del inglés:
Mouse Mammary Tumor Virus). Tras 72 h de la induccidn con dexametasona, se extrajo el ARN (74104, Qiagen),
comprobédndose su integridad mediante electroforesis. A partir del ARN purificado se obtuvo el ADNc (K1631,
Thermo Scientific), para posteriormente amplificar la secuencia codificante de hSEAP con los oligonucledtidos
HindlI-hSEAP-Fwd v Xhol-hSEAP-Rev disefiados para tal fin, cuya secuencia de bases se muestra en el Anexo
4 La secuencia de hSEAP previamente amplificada fue clonada al vector pVAX1 (V260-20, ThermoFisher

Scientific) (Anexo 3) doblemente digerido con las enzimas Hindlll y Xhol (RO104L y RO146M, NEB).

Para la construccion del plasmido pCHO-AcM, las secuencias codificantes de las cadenas pesadas y ligeras del
anticuerpo EDE1-C8 (Rouvinski et al., 2015) fueron sintetizadas (previa optimizacién de codones) por la empresa
LakePharma vy clonadas, en los casetes de expresion del plasmido pCHO 1.0 (A13696-01, Invitrogen). Despues
de la transformacion en £ colf DH5a quimiocompetentes, aislamiento de colonias y purificacién por miniprep

(D4020, Zymo Research), los vectores resultantes se verificaron mediante PCR, restriccién y secuenciacion.
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6.7- Cinéticas de crecimiento de las células CHOmpcimpec2 y CHOmpc2mpe1 con expresion

transitoria de proteinas heterélogas.

Se utilizaron las lineas celulares estables CHOmpcimpe2 y CHOmpceZmpe1 en dos cinéticas de cultivo en lote
donde produjeron de forma transitoria hSEAP o AcM en cada caso. Como control del estudio se incluyd la linea
celular CHO-EGFP para simular una carga metabdlica equivalente a la aportada por la sobreexpresion de mpc
en las lineas celulares de interés. Cada una de las lineas celulares fueron transfectadas mediante lipcfeccidn
utilizando el reactivo FreeStyle Max (16447-100, Invitrogen), con los vectores pVAX1-hSEAP en la primera
cinética y pCHO-AcM en la segunda. En paralelo a cada una de las cinéticas, se realizaron transfecciones de
células CHO-S con el plasmido equivalente, pero expresandc una Proteina Verde Fluorescente (pVAX1-EGFP y

pCHO-EGFP), con el objetivo de evaluar la eficiencia de transfeccion en cada caso.

Los cultivos cinéticos se desarrollaron por triplicado para cada una de las lineas celulares estudiadas, a partir de
las transfecciones transitorias realizadas. Se partid en cada caso de una concentracion celular de 1x108
células/mL y los cultivos fueron monitoreados cada 24 horas en cuanto a densidad celular (Xv), porcentaje de
viabilidad, concentracién de proteina y de metabolitos como la glucosa, lactato, glutamina y glutamato. Los

analisis estadisticos se realizaron mediante la prueba t de Student.

6.8- Determinacién de concentraciones y tasas de produccién especificas

La determinacion de concentracidén de células viables (Xv) y viabilidad se realizé mediante el método de
exclusién en camara de Neubauer utilizando azul de tripano. Las concentraciones de glucosa, lactato, glutamina,
glutamato y amonio se midieron en un analizador bioguimico YSI 2950D (Yellow Springs Instruments, USA), que
se basa en la reaccion de oxidacion del metabolito con enzimas especificas inmovilizadas sobre una membrana,
liberando perdxido de hidrégeno que es a su vez oxidado en el &nodo de platino para generar electrones y, por

tanto, una sefal cuantificable.

Para evaluar la concentracion de la proteina recombinante fosfatasa alcalina (hSEAP), se utilizé un ensayo de
actividad enzimatica, en el cual se evalla la cinética de aparicién de p-nitrofenol (PNP) como resultado de la

hidrélisis del p-nitrofenol fosfato (PNPP) catalizada por esta enzima segun la reaccion:
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SEAP
PNPP + H,O » PNP + Pi

El ensayo enzimatico de hSEAP fue adaptado de Lipscomb et al. (2005). Brevemente, se transfirieron 100 L de
muestras de sobrenadante sin células (o diluciones de las mismas) a pozos individuales de una placa de 96
pozos; se afiadieron 100 uL de solucién de reaccion 2X (dietanolamina 1M y MgCl2 0.5 mM) y se incubd por 10
min a 37 °C. Tras la adicion de 20 uL de 150 mM p-nitrofenil fosfato (PNPP), se monitcred el cambio de
absorbancia en el tiempo (DOasos/min) a intervalos de 5 segundos durante un minuto, usando un lector de
microplacas (FLUOstar Omega Bio Assay Reader, BMG Biotechnology). Se calculé la pendiente de la curva (a),
la cual puede relacionarse con la concentracion de hSEAP en términos de Ul/mL (Ecuacidn 5), considerando la
relacion molar que existe entre la aparicién de PNP con la hidrélisis de PNPP, y que por definicion, 1Ul de

hSEAP es capaz de hidrolizar 1 pmolpnep/min a pH 9.8 y 37 °C.

Volumen de
Pendientede  Pendiente de Factor de Reacciénen  Fraccion de
Regresion Curva de PNP Conversién el pozo Mufstra
|

—b— . 1T V[ \

Adgs mmol PNP\/1000umol PNP 1
hSEAP] = — 1(0.192 e
[ ] (a min )( Asos )( 1mmol PNp | 0:00022 L (=5 Dilucion

(Ecuacion 5)

El factor 0.192 mmolpnp/Agosnm, S€ obtuvo de manera experimental, como la pendiente de la recta de regresién de
una curva estandar de concentracion de PNP (0.00195, 0.0039, 0.0078, 0.0156, 0.0313 y 0.0625 mM) contra
Asosnm (Anexo 5), determinada en el mismo lector de microplacas (FLUOstar Omega Bio Assay Reader, BMG
Biotechnology). Para obtener la concentracion de enzima, se consideré que 1 pg/mL hSEAP = 0.73 Ul/mL (Davis

etal, 1992).

La concentracion del AcM se determiné mediante ELISA usando un IgG-UNLB anti-humano F(ab')2 de cabra
como anticuerpo de captura (2042-01, Southern Biotech, USA), y un anticuerpo anti-humano anti-lgG-AP de

cabra (2040-04, Southern Biotech, USA) conjugado a fosfatasa alcalina.

A partir de las mediciones realizadas, se determinaron los parametros cinéticos:
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Velocidad especifica de crecimiento maxima (Umax): Pendiente de la regresion lineal (en el intervalo de
maximo ajuste) del logaritmo neperianc del cociente de la concentracidon de células vivas (Xv) entre la
concentracion inicial (Xve), contra el tiempo, durante la fase exponencial del cultivo:

In (ﬂ) = Wt —to) (Ecuacion 6)

Xvo

Velocidad especifica global de produccion de la proteina recombinante (gef) se calculd a partir de la
pendiente de la regresion lineal (en el intervalo de méximo ajuste) de la concentracion de proteina (P) contra

la integral de células vivas (IVCD) como fue propuesto por Dutton ef al. {(1999):
P = g} (veD) (Ecuacién 7)

AVi+ 1)~ XV
i1y

in (—Xv(i)

donde, IVCD =3, (Ecuacion 8)

Velocidad especifica de produccion de la proteina recombinante (ge) se calculé de manera puntual comao:

AP o5
Gp = o (Ecuacion 9)

Productividad volumétrica global se determind como:

AP -
G =77 {Ecuacion 10)

Rendimientos de produccién o consumo global de los diferentes metabolitos cuantificados (M):

AM .
Y[M]/Xv = (Ecuacion 11)
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Seccion B: Desarrollo y evaluacion de clonas estables sobreexpresando MPC y Fosfatasa

Alcalina (hSEAP) como proteina recombinante modelo.

6.9- Construccién de vectores de expresién

El vector utilizado para expresion estable de hSEAP fue el plasmido comercial pMONO-blasti-mecs (04A22-MT,
InvivoGen) (Anexc 6). Este es un plasmido de aproximadamente 3.5 kb, el cual presenta un promotor de ferritina
compuesto por el promotor 1 del nlcleo de la cadena pesada de ferritina (FerH) fusionado en su extremo &' con
el potenciador de SV40, y en su extremo 3' con el intron 5'UTR gue contiene el intrdn del gen alfa del factor 1 de
elongacién de ratén. Ademas, este vector posee un sitio interno de unién al ribosoma (IRES) proveniente del
virus de la fiebre aftosa, que permite la expresion del gen de resistencia a blasticidina bajo el control del mismo

promotor del gen de interés.

La secuencia codificante de hSEAP fue amplificada a partir del plasmido pVAX1-hSEAP (previamente obtenido),
utilizando los cligonucledtidos EcoRV-hSEAP-Fwd y Sall-hSEAP-Rev (Anexo 4), y posteriormente clonada en el
vector pMONO-blasti-mcs doblemente digeride con EcoRV-HF y Sall (R3195L y RO138L, NEB). La seleccién de
los plasmidos pMONO-blasti-hSEAP correctamente ligados se llevd a cabo mediante transformacion en bacterias
quimiocompetentes E. coli DH5a en medio LB sdlido con blasticidina (100 pg/mL), seguido de PCR de colonia,

después de 16 h de incubacion de los cultivos a 37 °C.

Adicionalmente se obtuvo el pldsmido p-MONO-blasti-EGFP a partir de clonar en pMONO-blasti-mcs, la
secuencia de EGFP, previamente amplificada del vector pVAX1-EGFP (Rodriguez, 2014) con los oligos EcoRV-

EGFP-Fwd y Sall-EGFP-Rev (Anexo 4), siguiendo el mismo protocolo para la seleccion.

Los vectores generados fueron purificados utilizando el kit Miniprep (D4020, Zymo Research) y posteriormente

verificados mediante PCR, restriccion y secuenciacion.
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6.10- Transfecciones y seleccién de clonas

Las lineas celulares CHOmpc1mpc2 y CHO-S como control, fueron transfectadas mediante lipofeccidn con el
plasmido pMONO-blasti-hSEAP, utilizando el reactivo FreeStyle Max (16447-100, Invitrogen) y siguiendo la
metodologia propuesta por el fabricante. Se utilizé el plasmido pMONO-blasti-EGFP para determinar la eficiencia

de |la transfeccidn en células CHO-S.

Posterior a las 48 h de las transfecciones, se verificd la eficiencia mediante el conteo de células fluorescentes
con respecto al total y se evalud la produccién transitoria de fosfatasa alcalina en las células transfectadas con el
vector pMONO-blasti-hSEAP a través del ensayo de actividad enzimatica anteriormente descritc. Una vez
comprobado el éxito de las transfeccicnes se inicid el proceso de seleccidon afadiendo a los cultivos una
concentracion de blasticidina de 5 pg/mL e incubando en frascos T-150 con una densidad celular de 5 x 108
células/mL, a 37 °C, 8 % de COz2 y sin agitacion durante 7 dias. Al término de este periodo y una vez observados
signos de recuperacion en cuanto a la concentracion celular y viabilidad, los cultivos se pasaron a frascos
agitados (130 rpm) vy la concentracién del antibidtico se fue incrementando en el transcurso de los pases
sucesivos hasta un maximo de 20 pg/mL con el fin de maximizar la produccion de la proteina recombinante con
el incremento de la presion selectiva. Al alcanzarse una viabilidad celular superior al 90 % en la condicién de
mayor concentracion de agentes de seleccidn, se generaron bancos celulares de cada uno de los cultivos y se

verifico la produccion de la proteina de interés (hSEAP) mediante el ensayo de actividad enzimatica.

A partir de los cultivos de las lineas celulares estables no clonales obtenidas: CHOmpc1mpc2-SEAF y CHO-
SEAP, se realizd dilucion limitante. Considerando una concentracion tedrica de 1 célula por pozo (1 células 200
ML de medic FortiCHO suplementado con 6 mM de glutamina), se sembraron 6 placas de 96 pozos para
CHOmpc1mpe2, y 2 placas para CHO-S, llevédndose a cabo la seleccion clonal con apoyo del equipo IncuCyte
(Sartorius), que permite monitorear en tiempo real el crecimiento y discernir la clonalidad. De las clonas obtenida
se seleccionaron las de mayor produccion de hSEAP, segln ensayo enzimatico y las de mayor sobrexpresion de

MPC mediante Western blot.
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6.11- Cinéticas de crecimiento de clonas estables CHOmpc1mpc2-SEAP

Se realizaron cinéticas de cultivo en lote alimentado, de las clonas estables de CHOmpc1mpc2 co-expresando
hSEAP (CHOmpc1mpe2-SEAP), suplementando con glucosa y L-glutamina para mantener niveles minimos de
20 vy 2 mM, respectivamente. Los cultivos para caracterizacion cinética se desarrollaron por triplicado para cada
una de las clonas evaluadas, incluyendoc como control una clona procedente de la linea celular CHO-SEAP.
Cada clona se inoculd en una concentracion celular de 0.5x10¢ células/mL y los cultivos fueron monitoreados
cada 24 horas en cuanto a densidad celular (Xv), porcentaje de viabilidad, concentracion de hSEAP y de los
metabolitos: glucosa, lactato, glutamina, glutamato y amonio, mediante los ensayos previamente descritos en la

seccion 5.8. Los analisis estadisticos se realizaron mediante la prueba t de Student.

6.12- Produccién y purificacién de hSEAP

Se realizaron 6 cultivos en lote de 2 clonas productoras de hSEAP: una clona procedente de la linea celular
CHOmpc1mpc2-SEAP y la otra clona derivada de CHO-SEAP. Para ello, se inocularon matraces de 250 mL con
una concentracion celular de 0.5 células/mL en 50 mL de medio FortiCHO suplementado con 8 mM de glutamina.
El sobrenadante fue cosechado a las 120 h y se concentrd con centricones de 10kDa hasta un volumen de 5 —
10 mL. Se realizé cambio de sclucidn tampdn por didlisis, realizando 10 cambios con un volumen de 1 L de
Solucion de Columna 1X (Tris-HCI 20 mM, MgClz 1 mM, pH 8) cada 12 h y utilizando membranas de 12 — 14
kDa. Seguidamente se procedid a la purificacion cromatografica, donde se utilizo la resina de afinidad Agarosa-
acido L-histidildiazobencil-fosfénico (H-6758, Sigma) equilibrando con Solucién de Columna 1X y eluyendo con
un gradiente de 0 a 100 % de fosfato de sodio 100 pM. Las fracciones colectadas fueron ensayadas para
actividad enzimatica, juntando las positivas correspondientes a la elucidn, las cuales fueron concentradas con
Centricon de 10 kDa y secadas al vacio en el sistema Speed Vac hasta un volumen de alrededor de 100 pL. Se

comprobé la pureza mediante SDS-PAGE vy se procedio a la extraccion de los N-glicanos.
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6.13- Andlisis del perfil de N-glicosilacién de hSEAP por HPLC

El analisis del perfil de N-glicanos se realizé mediante el método de Cromatografia Liquida de Interaccion
Hidrofilica (HILIC, por sus siglas en inglés) Guile et al (1997). Las muestras de hSEAP purificadas
(aproximadamente 100 ug de cada muestra) se desnaturalizaron a 99°C durante 5 minutos en una solucion de 2
% SDS, B-mercaptoetanol 1 M, y se digirieron con 1 U de PNGasa F (362185, Merck) durante 15 h a 37 °C para
separar los oligosacaridos. Se adiciond 0.1 nmol de maltosa a cada muestra como control interno. Los N-glicanos
liberados fueron derivatizados con 2-aminobenzamida (2AB) segln el protocolo descrito en el manual del
fabricante (GKK-404, Agilent Technologies) y separados por HPLC en una columna Fase normal TSKgel Amido-
80 (13071, Tosoh Bioscience) con gradiente de acetonitrilo 100 % vy formato de amonio 250 mM pH 4.4, La
muestra de glicanos-2AB se inyecta al cromatografo en una alta concentracion de solvente orgénico, donde se
absorbe a los grupos funcionales polares de la columna por la interaccion con los grupos hidroxilo de los
azlcares, luego son eluidos por un gradiente acuoso y detectados por fluorescencia a una longitud de onda de
excitacion de 330 nm y de emisién de 420 nm, utilizando un sistema cromatografico Alliance Bio €2796 (Waters
Corp.). Los glicanos mas pequefios, con menos grupos hidroxilo (menos hidrofilicos), eluyen a bajas
concentraciones de solvente acuosc y por lo tanto, antes gue los glicanos mas grandes (mas hidrofilicos). Se
utilizé un estandar de escalera de glucosa {(D-3818, Sigma) marcada con 2AB para asignar unidades de glucosa
a los tiempos de retencidn de los principales picos identificados en las muestras, a través de una ecuacion
polinomial. Los cromatogramas fueron integrados utilizando el programa Empower 2 (Waters Corp.) La cantidad
de las especies de glicanos es reportada como porcentaje (abundancia relativa) de la cantidad total detectada
excluyendo el pico de maltosa. Las estructuras fueron propuestas para cada pico basadas en su migracién en
unidades de glucosa y la susceptibilidad a digestiones individuales con exoglicosidasas. Las exoglicosidasas
utilizadas fueron: a-manocsidasa 1.2 U (GKX-5010, Agilent Technologies), a-fucosidasa 20 mU (GKX-5008,
Agilent Technologies), B-N-acetilhexosaminidasa 50 mU (GKX-5003, Agilent Technologies), B-galactosidasa 1.2

U (GKX-5013, Agilent Technologies) y sialidasa 12 mU (GKX-5021, Agilent Technologies).
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VIl. RESULTADOS Y DISCUSION

Seccion A: Evaluacién de las lineas estables no clonales CHOmpcimpc2 y CHOmpc2mpe1

7.1- Sobreexpresién de MPC en lineas celulares CHOmpc1mpc2 y CHOmpc2mpe1

Las lineas celulares estables no clonales CHOmpc1mpc2 y CHOmpe2mpce1 fueron previamente obtenidas por
Gomez (2017), con el fin de sobreexpresar las subunidades MPC1 y MPC2 del transportador mitocondrial de
piruvato como estrategia de ingenieria metabdlica para reducir los niveles de lactato producido en células CHO.
Estas lineas fueron obtenidas a partir de la transfeccion estable de células CHO-S (A1155701, Invitrogen) con los
vectores recombinantes pCHOmpeImpe2 y pCHOmpc2mpe, resultantes de la clonacion de las secuencias
mpc1y mpc2 de raton (Mus musculus) en el plasmido comercial pCHO 1.0 (A13696-01, Invitrogen), variando el

orden de los genes dentro de los casetes de expresion que poseen diferentes promotores hibridos.

Como parte del primer objetivo del presente trabajo, se evalué el nivel de sobreexpresion de mpc?y mpc2 en las
lineas recombinantes CHOmpecImpe2 y CHOmpc2mpe1, a nivel transcripcional mediante RT-gPCR. Para la
realizacion del ensayo, la pureza del ARN extraido de las lineas celulares se comprobé mediante la
determinacion de las relaciones de absorbancia 260/280 y 260/230, las cuales fueron mayores a 1.8 en todos los
casos. La integridad de ARN fue confirmada por electroforesis en un gel de agarcsa donde se observa una

relacion de 2:1 de las bandas correspondientes a las subunidades ribosomales 288 y 188 (Figura 6).

1- CHOmpclmpc2

28S p 2- CHOmpcZmpcl
3- CHO-S
185 “ - e e ~i 4- CHOmpclmpc2 (Presidn selectiva)

5- CHOmpc2mpcl (Presién selectiva)
1 2 3 4 5

Figura 6: La purificacion del ARN para RT-gPCR mostré la calidad adecuada mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.2%.
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Lafigura 7 muestra los resultados obtenidos a partir de la RT-qPCR, donde los datos se encuentran referidos al
cambio relativo en los niveles de expresién de ARNm del gen objetivo (mpc? 0 mpc2) en las lineas celulares
MPC recombinantes con respecto al del grupo control CHO-S. Como se puede observar, las lineas celulares se
evaluaron con y sin adicién de presién selectiva, consistente en la adicién al cultivo, de los agentes utilizados
durante seleccién de las lineas celulares en su maxima concentraciéon (metotrexato (MTX) 1 mM y puromicina 50
Hg/mL), siendo las células con dicho tratamiento las que exhibieron mayores niveles de expresion de los genes
analizados. De aqui se evidencia, que al ser un cultivo policlonal, es decir, con una poblacién celular
heterogénea, en la cual el nivel de expresion de las proteinas heterélogas es heterogéneo, resulta deseable
mantener la presion selectiva con el fin de favorecer la proliferacién de las células con mayor nimero de copias
de los genes de resistencia y nuestros genes de interés. Por tanto, se decidi6 mantener esta condicién en los

cultivos para el resto de los experimentos a realizar con estas lineas celulares en lo adelante.

MPC1 MPC2
250 50
g 200 B CHOmpclmpc2 © 40 B CHOmpclmpe2
'*g Presidn Selectiva % Presion Selectiva
TJ o
& 150 B CHOmpc2mpel & 30 B CHOmpc2mpel
.8 I Presidn Selectiva ‘S Presion Selectiva
o . Xs}
[} © .
[ 1 CHO 1 2
é 100 CHOmpclmpc2 £ 2 mpelmpe
I

o a

CHOmpc2mpel CHOmpc2mpel

50 10 T
o
0 = 0 -
MPC1Cg MPC 1 Mm MPC 2 Cg MPC 2 Mm

Figura 7. Sobreexpresion de los genes mpc1 y mpc2 de las lineas MPC recombinantes en relacién con CHO-S, evaluado por RT-qPCR.
MPC1cy y MPC2;,, genes nativos de Cricetulus griseus, MPC1yn y MPC2y., genes recombinantes de Mus musculus. Las barras de error

corresponden a las desviaciones estandar entre cuatro réplicas independientes.

Se encontré que la expresion relativa del gen recombinante mpc?! de M. musculus (MPC1lum) resultéd
significativamente superior (p<0.0001), con valores de 224.8 y 162.9 en las lineas celulares CHOmpc1mpc2 vy
CHOmpc2mpce1 respectivamente, en relacién con la expresiéon del gen nativo de C. griseus (MPC1cg) que solo
alcanzé 3.32 y 0.54. La sobreexpresion de mpc2 recombinante de M. musculus (MPC2mm) fue menor con

respecto a mpc1, ya que solo alcanzé entre 21.2 y 8.1 para las células CHOmpcimpc2 y CHOmpc2mpe1,
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respectivamente. No obstante, dichos valores fueron significativamente mayores (p<0.005) que la expresion
basal de mpc2 nativo de C. griseus (MPC2¢q¢) para ambas lineas celulares, que correspondié a 0.6 y 0.4,
respectivamente. Estos resultados confirmaron la sobreexpresion del transportador a nivel transcripcional en

ambas lineas celulares estables MPC recombinantes CHOmpec1mpe2 y CHOmpe2mpe.

Aungue se puede apreciar que la expresion relativa del gen mpc1 recombinante fue casi 10 veces mayor que la
de mpc2, este hallazgo podria estar relacionado con las diferencias en los procesos de regulacion a nivel
transcripcional de cada gen. Algunos autores han sugerido gue el promotor mpec? en su contexto nativo, esta
regulado negativamente por el factor de transcripcion |l del promotor de la ovalbimina de pollo (COUP-TFII), el
cual es un receptor de estercides que esta sobreexpresado en tejidos tumorales (Wang et al., 2016, Xiao et al.,
2018). Teniendo en cuenta la semejanza fenotipica entre las células cancerigenas y las lineas celulares
inmortalizadas como las de las células CHO, es posible que exista también una sobreabundancia de COUP-TFII
y que el mecanismo de regulacion negativa que este ejerce sobre el promotor de mpe? en el contexto nativo,
esté disminuyendo su expresion; mientras que la expresion recombinante de mpc? puede estar sobre regulada,
va que el gen heterdlogo se encuentra bajo el control de un promotor constitutivo (CMV/EF1 o EF2/CMV del
pCHO1.0), el cual no se ve afectado por la accién de COUP-TFIl. Como resultado, el margen de diferencia entre
la expresion recombinante del gen mpe? en relacion con el nativo, puede ser mucho mayor que el encontrado en

mpc2 entre recombinante y nativo.

En el caso de mpc2, no parece estar sujeto a regulacién transcripcional negativa, lo cual puede encontrarse
relacionado al hecho de que la variacién de su expresion no resulte tan acentuada como la de mpc7 a este nivel.
Hasta el momento, para este gen solo se ha descrito que en un modelo especifico de adenocarcinoma
prostético, se encuentra sobre-regulado por la via del factor de transcripcion del receptor de andrégeno, como
consecuencia del requerimiento de estas células de mantener activo el TCA para su funcién de secrecion de
citrato (Bader et al., 2019), mecanismo que no presenta analogia con las células CHO. Por otra parte, se ha
demostrado que aunque MPC2 puede formar homodimeros (Nagampalii et al, 2018), estos no resultan
funcionales de manera natural (Bricker et al., 2012, Tavoulari et al., 2019). Por tanto, la inhibicidn de mpc1,

puede ser suficiente como estrategia metabdlica de las células inmortalizadas para potenciar el efecto Warburg.
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Como se observa en la figura 7, los niveles de expresion de ambos genes mpc recombinantes resultaron mas
altos en la linea celular CHOmpcimpe?2, lo que podria deberse a la influencia de un mayor nimero de copias de
los genes mpc integrados durante el proceso de recombinacién, asi como por el sitic de integracion
cromosomica. Este Ultimo fendmeno tiene un efecto crucial en la tasa de transcripcion génica, y ha sido descrito
como "efecto de posicion" (Wiilson et al, 1990; Barnes et al., 2003, Lai et al,, 2013). Adicionalmente, se conoce
que el MTX utilizado en el proceso de seleccion de las lineas celulares, como parte del sistema de amplificacion
del gen dhfr, puede conducir a heterogeneidad genética (Kim y Lee, 1999, Kim ef al., 2001, Jun et al.,, 2009) la
cual podria ser fuente adicicnal de variaciones en el nivel de expresion de mpe entre ambas lineas celulares
recombinantes. La capacidad del MTX para promover la ruptura de la doble cadena en el DNA (DBS, del ingles
Double Strand Break), incluso suprimiendo en algunos casos los genes mediadores de reparacion de DBS vy
generando recrdenamientos genéticos, ha sido previamente documentada (Xie et al., 2016). Sin embargo, para
el alcance del presente trabajo, la existencia de heterogeneidad en los niveles de expresion de mpc entre las
lineas celulares, resulta un hallazgo oportuno, que permitirda abordar su repercusion en el desempefio metabdlico

en el transcurso del este trabajo.

Cuando se emplean promotores fuertes, como los que se encuentran controlando la expresion de los genes mpce
en las lineas celulares CHOmpcimpc2 y CHOmpc2mpce1, generalmente se obtienen altos niveles de
transcripcion génica, pero esto no siempre se traduce en una alta produccion de la proteina de interés. Para
verificar si se logré una mayor produccién de MPC recombinante con respecto a las células CHO-S, se
analizaron mediante Western blot, muestras enriquecidas en proteinas mitocondriales. La sobreexpresién de
MPC1 y MPC2 en las lineas celulares CHOmpcimpec2 y CHOmpc2mpe1, se muestra en la figura 8 y se

corrobord mediante analisis densitomeétrico de las imégenes (Tabla 2).

Ademas de la evidencia de la mayor expresion de las proteinas MPC en las lineas recombinantes con respecto
al control, se observd una mayor produccion de las subunidades para CHOmpci1mpc2 en comparacion con
CHOmpc2mpe, lo cual correlaciona con los niveles de transcripcion de ARNm mas altos en esta linea celular,

mostrados anteriormente.
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Figura 8. MPC1 y MPC2 son detectadas en mayor proporcion en las lineas MPC recombinantes, mediante Western blot, a partir de muestras

enriquecidas en mitocondrias, con igual cantidad de proteina cargada.

Tabla 2: El analisis densitomeétrico de las imagenes de Western blot para la deteccién de las proteinas MPC1 y MPC2, corrobora la mayor

abundancia en las lineas recombinantes no clonales CHOmpc1mpc2 y CHOmpcZmpc1.

MPC 1 MPC 2
Intensidad de la Intensidad Intensidad de la Intensidad
Lineas celulares Intensidad de la Banda del Normalizada de | Intensidad de la Banda del Normalizada de
Banda Principal Control de la Banda Banda Principal Control de la Banda
Carga Principal Carga Principal
CHO-8 2,616,750 5,346,855 0.49 968,161 2,633,822 037
CHOmpcimpe2 12,809,496 5,822,502 2.20 8,344,892 3,077,748 271
CHOmpc2mpet 8,897,795 5,391,630 1.67 4,873,435 3,543,785 1.38

Teniendo en cuenta que la recombinacién de plasmidos en el genoma de la linea celular del huésped es un

proceso estocastico (Lai ef al.,, 2013), estas diferencias en la expresién de las dos subunidades MPC entre

ambas lineas celulares podrian estar relacionadas mas bien con el desigual nimero de copias de los genes de

interés y/o su posicién en el cromosoma (efecto de posicién), en lugar de estar influenciado por la fortaleza de los

promotores, como se discutid anteriormente. Los genes incorporados dentro del genoma de las células huésped
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no siempre son estables y a menudo son blanco de reordenamientos genéticos que también podrian alterar la
integridad de los genes enddgenos (Barnes et al, 2003). Sin embargo, usando el mismo plasmido comercial
pPCHO 1.0, Li et al. (2016) demostraron que es posible obtener una integracion transgénica en la region
telomérica 1913 del cromosoma 1 de las células CHO-S, lo que puede conducir a una expresion proteica

eficiente. Esto puede explicar la mayor concentracion de proteina obtenida para la linea celular CHOmpe1mpe2.

Por ctra parte, es de destacar que al nivel de la proteina producida, no se encontraron las diferencias tan
marcadas entre MPC1 y MPC2 recombinante, que se habian anteriormente cbservado en la expresion
transcripcional de dichos genes. Este comportamiento para MPC1 coincide con lo reportado anteriormente por
diversos grupeos, en cuanto a que el nimero de copias del transgen o la elevada expresion de ARNm, no
correlaciona proporcichalmente con el aumento en la produccion de proteina recombinante (Mohan et al. 2008,
Bames et al. 2003, 2007, Ku ef al. 2009); lo cual sugiere que despuées de cierto umbral de la cantidad de ARNm,
los pasos que limitan la velocidad en la produccion, pueden ser procesos de traduccion o postraduccionales (Lim
ef al. 2010). Es conocido que los altos niveles en la expresion de una proteina recombinante, como es el caso de
MPC1, a la cual le fue suprimido el mecanismo nativo de sub-regulacién transcripcional, pueden exceder la
capacidad de procesamiento del reticulo endoplasmatico (RE). Esto generalmente conlleva a la acumulacién de
proteina mal plegada en el RE, que desencadena una serie de mecanismos reguladores que forman parte de los
que se conoce como la “Respuesta a Proteinas no Plegadas” (UFPR, por sus siglas en inglés). Dentro de los
mecanismos de la UPR que pueden estar regulando los niveles de MPC1 recombinante producida, se
encuentran tanto la degradacién del ARNm mediante el mecanismo cohocido como “decaimiento regulado
dependiente de IRE1” (RIDD, por sus siglas en inglés), como la “degradacion de la proteina asociada al RE”
(ERAD, por sus siglas en inglés), fendmeno mediante el cual las proteinas mal plegadas o procesadas
incorrectamente, son transportadas desde el ER al citoplasma a traves de translocones, después de o cual se

ubiquitinan para ser degradadas través del proteasoma (revisado por Hussain et al., 2014).

Es importante hacer referencia ademas, que aunque la estructura tridimensicnal, asi como estequiometria exacta
del complejo MPC, no han sido hasta la fecha completamente dilucidadas, se ha demostrado el hetercdimero
MPC1-MPC2 (o MPC1-MPC3 en el caso de levaduras) como unidad funcional del transportador (Bricker et al,

2012; Tavoulari et al,, 2019), y varios trabajos han evidenciado que no se presenta una acumulacion de la
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proteina de una subunidad en ausencia de la otra, aun cuando exista una robusta expresion de ARNm (Schell et
al,2014; Tavoulari et al, 2019). Por lo tanto, cabe esperar que las proporciones de MPC1 y MPC2 dentro del
complejo sean equivalentes, y que el exceso de MPC1 que pudiera ser producido, no pueda acumularse y se

encamine a vias de degradacion, aun en el caso de que la UPR no fuera activada.

7.2- Localizacién subcelular de MPC1 y MPC2 recombinante mediante Inmunofluorescencia.

Para corroborar experimentalmente que las proteinas MPC recombinantes sobreexpresadas en las lineas
celulares CHOmpc1mpe?2 y CHOmpc2mpce1, estuvieran en la localizacién mitocondrial esperada, se realizé un

ensayo de inmunofluorescencia y analisis mediante microscopia confocal.

La figura 9 ilustra el analisis de las imagenes captadas a partir de las muestras celulares de CHOmpc1mpc2,
tomando en consideracion gue CHOmpc2mpcel presentd el mismo comportamiento. Podemos observar la
presencia de patrones muy similares para los canales rojo y verde (Figuras 9b y 9c¢), en el area citoplasmatica
celular, que rodea el espacio correspondiente a los ndcleos, los cuales se visualizan en la figura 9a. Dichos
canales rojo y verde corresponden, respectivamente, al marcador mitccondrial especifico (Mitotracker) y al MPC
marcado a través de un anticuerpo secundario acoplado a Alexa Fluor 488. La superposicién de ambos canales
produjo la aparicion de pixeles amarillos (Figura 9d), lo cual refleja la colocalizacion de ambas subunidades MPC

en las mitocondrias.

Adicionalmente se realizd una determinacidon cuantitativa del grado de colocalizacién mediante el calculo del
coeficiente de correlacion de Pearson (PCC), el cual es un parametro estadistico que mide la covarianza pixel a
pixel, de los niveles de sefal de dos iméagenes. Tomando en cuenta, que para la determinacion del PCC, se le
resta la intensidad media a cada valor de intensidad de pixel, este coeficiente resulta independiente de los
niveles de la sefial y del desplazamiento de la sefal (fondo), por lo cual se considerd de utilidad su determinacion
para el presente analisis. El valor del PCC puede variar de 1 a -1, siendo 1 para una correlacién positiva
completa, -1 para una correlacién negativa o cero cuando no hay correlacién. En el anélisis de colocalizacion de
MPC1 y MPC2 con Mitotracker, se cbtuvieron valores de PCC de 0.78 y 0.85, respectivamente, indicativos de un

adecuado grado de correlacion, que corrobora la presencia de estas proteinas en la mitocondria.

47



a) DAPI b) Mitotracker Deep Red  c) Alexa Fluor 488 d) Sobreposicion

Anti-MPC1

Anti-MPC2

Figura 9. Localizaciéon mitocondrial de MPC1 y MPC2 recombinantes en células CHOmpc1mpc2 por inmunofluorescencia y microscopia
confocal. Las iméagenes representan la proyeccion de méaxima intensidad de 16 Z-sfacks de 0.49 um de espesor con un aumento de 60X. a)
marcaje con DAFI para visualizar nlcleos celulares a 460 nm; b) marcaje con Mitotracker Deep Red, 665 nm; c¢) marcaje con un anticuerpo

secundario anti-yFc de conejo acoplado a Alexa Fluor 488; d) Iméagenes superpuestas de canales azul, rojo y verde.

En el caso del analisis de las células control CHO-S, no se encontrd sefial perceptible en el canal verde
correspondiente al marcaje especifico de MPC1 y MPC2, como se puede apreciar en la figura 10. Esto puede
estar relacionado a una débil sensibilidad de este ensayo, para detectar la escasa abundancia de estas proteinas
en las células parentales, considerando ademas que la especificidad reportada por el fabricante de los
anticuerpos primarios anti-MPC1 y anti-MPC2 utilizados, es para el reconocimiento de proteinas de ratén, pero
no asi para el caso de las proteinas de hamster que son las nativas de células CHO. Sin embargo, para el
alcance de los objetivos del presente trabajo, este ensayo permitié reconocer que ambas subunidades MPC
recombinantes, sobreexpresadas en las lineas celulares CHOmpcimpc2 y CHOmpe2mpce1, colocalizan en las

mitocondrias, donde pueden formar un complejo funcional.
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Figura 10. Las células CHO-S (control), tratadas por inmunofluorescencia, no mostraron serfial perceptible del reconocimiento de las
subunidades MPC1 y MPC2 nativas en las imagenes captadas por microscopia confocal. Las imagenes representan la proyeccion de
maxima intensidad de 16 Z-sfacks de 0.49 pm de espesor con un aumento de 80X. a) marcaje con DAPI para visualizar nicleos celulares a
480 nm; b) marcaje con Mitotracker Deep Red, 665 nm; c) marcaje con un anticuerpo secundario anti-yFc de conejo acoplado a Alexa Fluor

488; d) Imagenes superpuestas de canales azul, rojo y verde.

7.3- Analisis de la tasa de respiracion celular en las lineas celulares CHOmpcimpc2 y

CHOmpc2mpe.

El consumo de oxigeno es un parametro fundamental relacionado con el requerimiento energético de la célula y
esta directamente asociado a la funcidn mitocondral (Strovas et al.,, 2070). En este frabajo, la tasa de consumo
de oxigeno (OCR) se calculdé como una medida indirecta de la funcién del MPC, utilizando piruvato como sustrato
principal. La funcién del MPC esta relacionada con el consumo de oxigeno ya que a mayor velocidad del
consumo de piruvato por las mitocondrias, se incrementa la disponibilidad de equivalentes de reduccidon (NADH y
FADH:) para la cadena de transporte de electrones (CTE), con el comespondiente aumento del consumo de

oxigeno por parte de la celula.

Se utilizé el kit “Agilent Seahorse XF Mito-Stress Test” para evaluar los parametros criticos de la funcion
mitocondrial, incluidos la OCR basal, la respiracién maxima y la capacidad de respiracion de reserva, A partir de
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la evaluacion de diferentes concentraciones celulares y de los compuestos inhibidores del kit, se establecieron
las condicicnes éptimas de ensayo para utilizar 80,000 células/pozo, 2 UM de oligomicina y 0.5 uM de FCCP. El
criterio para definir la cantidad de células a sembrar por pozo se baso en el intervalo de sensibilidad de medicién
del equipo y se consideraron las menores concentraciones de cada agente capaces de promover el efecto

deseado en la disminucion o incremento de la respiracion celular, para el nimero de células seleccionado.

La figura 11a muestra el perfil de respiracidén obtenido en la evaluacion de las lineas celulares CHOmpc1mpc?2,
CHOmpc2mpce1, asi como los controles de CHO-S y CHO-EGFP. Esta ultima fue incluida con el propésito de
emular la carga metabdlica conferida en las otras lineas recombinantes, por la expresion de MPC. En la figura,
podemos observar que las primeras 3 mediciones corresponden a la respiracion basal de las células, sin adicién
de ningln modulador. Seguidamente, cuando se afiade oligomicinag, inhibidor de la ATP sintasa, se observa una
caida en el consumo de oxigeno. Esta caida resulta de la inhibicidn del flujo electrénico como consecuencia del
blogueo de la subunidad Fo de la ATP sintasa, que inhabilita esta via para el retorno de los protones a la matriz
mitocondrial, por lo cual el costo (energia libre) del bombeo de protones contra el gradiente iguala la energia
liberada por la transferencia de electrones desde el NADH al Oz y se detiene el flujo de electrones (Nelson y Cox,
2017). Luego al adicionarse FCCP, que al ser un iondforo actla como desacoplante de la CTE disipando
protones del espacio intermembrana, se incrementa el transporte de electrones en aras de mantener el gradiente
electroguimico y por tanto, el consumo de oxigeno como aceptor final. Este comportamiento corresponde a la
capacidad respiratoria maxima de la célula. Es importante destacar que la adicién de cligomicina previc a la del
FCCP, cumple la finalidad de prevenir la actividad reversa de la ATP sintasa, que conlleva a la necesidad de
utilizar mayores concentraciones del desacoplante, mientras que por otra parte, la rapida deplecidén del ATP
intracelular pedria conducir a una disfuncidén metabdlica y muerte celular (Ruas et al,, 2016). Finalmente la
adicion de rotencna-actimicina, gue inhiben los complejos | y Ill de la CTE respectivamente, anula por completo

el consumo de oxigeno mitocondrial.
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Figura 11: El perfil de respiracién en Seahorse difiere entre las diferentes lineas celulares MPC recombinantes y las lineas control. a)
Velocidad de consumo de oxigeno en las diferentes condiciones inducidas; b) Porcentaje de consumo de oxigeno con respecto a las

mediciones de OCR tras la inhibicién de la sintesis de ATP con oligomicina.

Como puede apreciarse en la figura 11a, se observan diferencias en los niveles de respiracién basal entre las
distintas lineas celulares estudiadas, que se relacionan con el grado de disminucién alcanzado tras la adicion de
oligomicina. Este comportamiento puede encontrarse principalmente relacionado con un desigual nimero de
células sembradas para las diferentes lineas celulares, pues, aunque se contemplaron 80,000 células por pozo
en el calculo teérico, el mismo se encuentra condicionado por la imprecision del método de conteo celular en
camara de Neubauer. Por esta razén, se consideré tomar las mediciones de OCR como linea base, y de este
modo, la figura 11b muestra el porcentaje con respecto a la misma, del consumo de oxigeno basal y de la
respiracién maxima; donde se evidencia un incremento del porcentaje de consumo de oxigeno para las lineas

MPC recombinantes en ambas condiciones.

Adicionalmente se decidi6 normalizar la OCR con respecto a la concentracion de proteinas totales de las células
determinada mediante BCA, con la finalidad de independizar los valores de respiracién medidos, de la
variabilidad aportada por el numero de células sembradas. Estos resultados se muestran en la figura 12. Se
puede observar que, en las condiciones basales (Figura 12a), la sobreexpresion de MPC solo promovié un
pequefio incremento del consumo de oxigeno para las células CHOmpcimpc2, que fue la linea celular que

mostro la mayor expresion de MPC, aunque este aumento resultd significativo desde el punto de vista
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estadistico. Sin embargo, no se observé diferencia para CHOmpc2mpce1 en estas condiciones. Por su parte, el
efecto de la sobreexpresién del MPC en la OCR se hizo evidente en ambas lineas MPC recombinantes, cuando
se estimulé la respiracion maxima mediante la adicion secuencial de oligomicina y FCCP (Figura 12b). La
oligomicina suprime la sintesis de ATP, causando una caida en la OCR, valor que se toma como linea base para

calcular la respiracion maxima tras la adicion de FCCP, que desencadena el flujo maximo a través de la CTE.
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Figura 12: La sobreexpresion de MPC promueve incremento de la tasa de consumo de oxigeno en diferentes condiciones. a) Respiracién
mitocondrial basal (sin moduladores) incrementada en la linea celular de mayor expresién de MPC (CHOmpcimpc2) b) Respiracion
mitocondrial maxima (tras adicién secuencial de Oligomicina y FCCP) incrementada en ambas lineas MPC recombinantes. Se muestran las
diferencias estadisticamente significativas con respecto a los controles CHO-S y CHO-EGFP: (****) p <0.0001, (***) p <0.001 y (NS) No

significative

Este incremento en la respiracion celular maxima, obtenida para las lineas celulares MPC recombinantes con
respecto a las lineas control CHO-S y CHO-EGFP, revela la capacidad respirataria adicional conferida por la
sobreexpresion del transportador. Dicho comportamiento puede explicarse considerando que en presencia de
una condicién de estrés, como la adicion del desacoplante, las células que sobreexpresan MPC pueden
suministrar mayor cantidad de equivalentes de reduccion a la CTE, debido a un flujo mejorado de piruvato hacia
el TCA, que podria ser sin embargo, un paso limitante para células control, tanto CHO-S como CHO-EGFP. En el
caso de esta ultima, se pudo apreciar que aunque su comportamiento fue bastante similar a CHO-S, los valores
de respiracion resultaron ligeramente inferiores, dado probablemente por el efecto de la carga metabdlica que
genera la produccion de la proteina EGFP, sin poseer la contribucion de la sobreexpresion del MPC. Estos

resultados indican que en las lineas celulares CHOmpcimpe2 y CHOmpcZ2mpe1, se produjo la adecuada

52



formacion del complejo MPC1-MPC2 recombinante, que se requiere para el transporte de piruvato, seglin se
determina a partir de la capacidad funciocnal del transportador para incrementar la tasa de respiracién celular
(Bricker et al, 2012, Herzig et al., 2012, Schell et al, 2014, Bender et al., 2015, Vanderperre et al, 2015

Tavoulari et al., 2013).

Consistente con nuestros resultados, Bricker et al. (2012) encontraron una disminucion de la OCR en fibroblastos
embrionarios de ratén con expresion del mpe negativamente regulada (mpc-), lo cual relaciona el funcionamiento
del MPC a la capacidad respiratoria de las células. Es de resaltar que también en el trabajo mencionado, se
encontraron mayores diferencias entre la OCR de sus células control y mpce-, después de la adicién de FCCP, en

comparacion con las condiciones basales, tal y como fue cbservado en el presente trabajo.

Resultados similares fueron reportados por Schell ef al. (2014) al re-expresar mpcT y mpc2 en lineas celulares
de cancer de colon HCT15 y HT29. Estos autores no encontraron diferencias significativas en la OCR entre las
células HT29 con MPC restaurado y las parentales, para las condiciones de respiracion basal, pero si despues
de la adicion de FCCP, de manera similar a lo observado en el presente trabajo para la linea celular
CHOmpc2mpe1. Sin embargo, las células HCT15, que tenfan una expresion recombinante mas alta de mpc,
mostraron mayor incremento de la OCR tanto a nivel basal, como tras la adicién de FCCP. En consecuencia, &l
efecto en la OCR podria depender del nivel de expresion del MPC, que previamente se demostro en el presente

trabajo que es superior para CHOmpc1mpe2.

7.4- Evaluaciéon del desempefio metabdlico de lineas celulares CHOmpc1mpc2 y CHOmpc2mpc1

durante la produccién transitoria de proteinas heterélogas.

Una vez corroborada la sobreexpresion del trasportador en las lineas celulares CHOmpcimpe?2 vy
CHOmpc2mpe1, asi como su localizacién mitocondrial y funcionalidad, se evalud su desempefic metabdlico a lo
largo de 2 cinéticas de crecimiento, produciendo de manera transitoria, las proteinas recombinantes modelo

hSEAP o un AcM.

El primer estudio cinético se realizé utilizando ambas lineas celulares recombinantes CHOmpeclmpe2 y

CHOmpc2mpe, transfectando con el vector pVAX1-hSEAP, para producir hSEAP como proteina recombinante
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modelo. Como control, se uso la linea celular estable CHO-EGFP, donde la expresion de la proteina EGFP sirvio
para simular una carga metabdlica comparable a la de las lineas celulares que sobreexpresan MPC. Este control
permitié la discriminacion entre los efectos debidos al transportador, frente a los debidos a la carga metabdlica
causada por la expresién de proteinas heterdlogas. La eficiencia de transfeccién, como resultado de las células
CHO-& transfectadas de forma paralela con el plasmido pVAX1-EGFP, fue de =45% como puede observarse en

la figura 13.

Figura 13: Eficiencia de las transfecciones transitorias determinadas mediante microfotografia de campo claro (a) y de fluorescencia (b) de

células CHO-S transfectadas con el vector pVAX1-EGFP a las 48h de transfeccion.

Los perfiles de concentracion celular de los cultivos de las tres lineas celulares se muestran en la figura 14a,
donde se observa que CHOmpc1mp2 tuvo una mayor velocidad de crecimiento (pmax) y concentracion celular
maxima (Xvmad), lo cual demuestra el efecto benéfico de la sobreexpresion del MPC, sobre el desempefio cinético
de estas células. La caida mas dramatica en la viabilidad celular que se observa para esta linea celular
CHOmpc1mpe2 hacia el final del cultivo puede relacionarse a un agotamiento mas temprano de los nutrientes del

medio, como consecuencia del rapido crecimiento y de la mayor densidad celular alcanzada.
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Figura 14. La sobreexpresion del MPC favorece el desempefio cinético y metabdlico de lineas celulares MPC recombinantes produciendo
transitoriamente hSEAP. a) Concentracion celular viable; b) Porciento de viabilidad celular; c) Concentracién de hSEAP; d) Concentracion de

glucosa y lactato. Las barras de error corresponden a las desviaciones estandar entre tres réplicas de cultivo.

La mayoria de los estudios destinados a controlar la produccién de lactato se basan en estrategias que limitan
directa o indirectamente el flujo glicolitico, por ejemplo, mediante el emplec de sustratos alternatives (Aftamirano
et al, 2006; Wilkens et al. 2011); la regulacién negativa del transportador de glucosa (GLUT1) (Paredes et al.;
1999); o regulacién negativa de la LDH (Sanfeliu et al., 1997; Wilkens et al.,, 2019). Desafortunadamente, tales
enfoques generalmente resultan en tasas de crecimiento celular mas bajas y concentraciones celulares maximas
reducidas (Affamirano, 2013). En contraste a lo anterior, en el presente trabajo, la sobreexpresion del MPC no
afectd el crecimiento celular, ya que la estrategia propuesta para la reduccion del lactato, se basa en este caso,
en la incorporacion del piruvato a la mitocondria, sin que ello implique una reduccién significativa de la tasa de
glicolitica (ver Tabla 3 y Figura 14d). El consumo global de glucosa fue mas rapido para CHOmpc1impc2, debido
a la mayor concentracion celular alcanzada por estas células, sin embargo, la velocidad especifica de consumo
de glucosa durante la fase exponencial (gcic), ho difirié significativamente para CHOmpc1mpe2 con respecto al

control y solo resultd ligeramente mas alta para CHOmpc2mpel (Tabla 3). El acelerado crecimiento de
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CHOmpc1mpe2 dio como resultado un agotamiento mas temprano de los nutrientes y, en consecuencia, una
caida en la viabilidad (Figura 14b), lo que sugiere gue el lote alimentado podria ser un mode de cultivo mas
efectivo para explotar el potencial de esta linea celular. Toussaint ef al. (2016) También reportaron una entrada
temprana en las fases estacionarias y de muerte, debido al réapido crecimiento celular, cuando sobreexpresaron
PYC2 en cultivos en lote de células CHO. Al extender el tiempo de cultivo a traves de una estrategia de lote
alimentado, pudieron aumentar aln mas la concentracion celular maxima y prolongar su duracion. Del mismo
modo, frani et al. (1999) v Gupta et al. (2017a) lograron concentracicnes celulares y viabilidades mas altas de las

células recombinantes PYC2-BHK y PYC2-CHO, respectivamente, a través de estrategias de alimentacion.

Como se muestra en la Figura 14d, la concentracion maxima de lactato fue muy similar para las tres lineas
celulares gue producen hSEAP, aunque considerando las diferencias en la concentracion celular, ambas lineas
celulares MPC recombinantes, mostraron una disminucion significativa en el rendimiento de lactato por célula
{(YLacx) v de la velocidad de produccidn especifica de lactato (quac) en un 45 % y 20 % con respecto al control,
para CHOmpc1mpe2 y CHOmpc2mpe, respectivamente (Tabla 3). Estas reducciones se encuentran dentro del
intervalo de las alcanzadas por otras estrategias de ingenierfa metabdlica, como la regulacion negativa de la
LDH, donde Kim y Lee (2007) reportaron una disminucion en la guac entre 21-55 %, o la sobreexpresion de la
PYC por Fogolin et al. (2004), quienes alcanzaron reducciones de 15-35 % para el mismo parametro. Sin
embargo, en los trabajos mencionados, el rendimiento lactato/glucosa (Yiacse) Se& mantiene alto
(aproximadamente 1.5 molac/molaic) ¥ practicamente invariable con respecto a las lineas parentales, lo que
indica que la reduccidn en la acumulacién de lactato se debid principalmente a una disminucién en la tasa de
consumo de glucosa y no a una mejor utilizacion de los recursos energéticos. En contraste, en el presente
estudio se alcanzd una reduccion de Yiaceie desde 1.8 mol/mol en la linea control, hasta 1.2 mol/mol para
CHOmpcimpe2, lo que indica que la sobreexpresion de MPC mejord eficazmente el metabolismo energético al

canalizar preferencialmente el piruvato a las rutas oxidativas.
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Tabla 3. Principales parametros cinéticos evaluados en cultivos en lote expresando transitoriamente hSEAP como proteina modelo
recombinante. Medias y desviaciones estandar relativas a tres réplicas experimentales independientes. M Valores globales calculados

durante la fase de cultive exponencial. Signos negativos representan consumo.

CHO-EGFP CHOmpcimpc2 CHOmpc2mpci
Parametros Media * Media Media
p-valor p-valor
Desviacion Desviacion Desviacidn
XV (man (10° células/mL) 11.40 £0.210 | 13.180+0.689 | 0.012 | 11.985+0.165 | 0.019
Himaalh ™) 0.025 + 0.000 0.028 + 0.001 0.013 | 0.025+0.000 NS
[Proteina] may (Mg/mL) 24650 £1.736 | 34.197 £+ 1.215 | 0.001 30.20+1.389 | 0.012
IVCD (10° células h/mL) 170.20 £+ 6.66 | 269.04 + 16.87 | 0.001 191.68 £ 4.11 0.009
gp {10 'pg/celulas hy 0.950 + 0.143 1.057 £ 0.081 NG 0.956 + 0.002 NS
Y et (107 mmolLac/células) T 4877 +0.187 2.663+0.304 | 0.000 | 3.912+0.104 | 0.001
ree (10°mmolLac/células h) T 0.122 + 0.004 0.075+£0.007 | 0.001 0.098 £ 0.003 | 0.002
Y Lacicie (MOl a/mmolg) T 1.827 + 0.062 1.192 £ 0.084 | 0.000 1.361 £ 0.009 | 0.000
ger (10 mmolg/células h)T | -0.067 + 0.000 | -0.063 + 0.003 NS -0.072+0.002 | 0.011
gen (10°mmolsin/células h) T | -0.019 £ 0.000 | -0.018 £ 0.000 NG -0.020 £ 0.001 NS

Después de 72 h de cultivo, todas las lineas celulares comenzaron a consumir el lactato previamente producido,
correspondiendo la tasa de consumo de lactatc mas alta a CHOmpc1mpc2, con 0.1 mmol10-6cell-'h!, en
comparacion con los valores de 0.03 y 0.01 mmol10-6cell-'h-! obtenidos para CHOmpc2mpe1 y el control,
respectivamente. Una mayor tasa de consumo de lactato esta directamente relaciohada a la capacidad de
incorporacion del piruvato a la mitocondria, indicativo de la sobreexpresion del MPC. Teniendo en cuenta que el
cambio de la produccion de lactato, a su consumo, depende basicamente de los gradientes de protones y de
concentracién de lactato entre el medio citosdlico y extracelular (Hartley et al., 2018), las células con mayor
capacidad de importe mitocondrial de piruvato, causaran un desplazamiento del equilibrio de protones vy lactato,
hacia el lado citoplasmatico. Por otra parte, no se encontraron diferencias significativas en las tasas méaximas

especificas de consumo de glutamina (gen) calculadas durante la fase de crecimiento exponencial (Tabla 2).

La produccién de la proteina modelo hSEAP aumentd significativamente en las lineas celulares CHOmpc1mpc?2
y CHOmpc2mpe1 en comparacion con el control (Figura 14c). Anteriormente se ha reportado el aumento de la
produccién de proteinas recombinantes como resultado de un metabolismo mas eficiente (Alffamirano et al,
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2013; Young, 2014, Gupta et al, 2017b). Como se muestra en la tabla 2, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en la velocidad especifica de produccién de proteina (ge) entre las lineas celulares
que sobreexpresan MPC y el control. Sin embargo, se observé un aumento importante de hasta 40y 25 % en la
concentracion de hSEAP para CHOmpcimpe2 y CHOmpce2mpce, respectivamente, en comparacién con la linea
control. Este incremento en la concentracion del producto puede estar asociado fundamentalmente al efecto
sobre el crecimiento celular, como se observa en la tabla 2, que repercute en un aumento de la integral de
células viables (IVCD), y por tanto, en la productividad volumétrica. En este estudio, tanto hSEAP y como el AcM,
se expresaron transitoriamente y, por lo tanto, solo una fraccion de la poblacién total estara produciendo las
proteinas modelo. Sin embargo, la expresion transitoria nos brinda, hasta este punto, una primera aproximacion
sobre el efecto de la sobreexpresién del MPC, para promover un incremento en la produccién de proteinas

heterdlogas.

Sobre la base del mejor desempefio de la linea celular CHOmpec1mpe2 produciendo hSEAP, asi como de su
mayor expresion del MPC y mejor rendimiento metabdlico, se seleccioné esta linea celular para evaluar la
produccion de una proteina modelo mas compleja que represente una mayor carga metabdlica. De esta forma,
se expresd un AcM tanto en CHOmpc1mpeZ como en la linea celular control previamente utilizada (CHO-EGFP),
transfectando transitoriamente con el vector pCHO-AcM. La eficiencia de transfeccidn alcanzada en este caso
fue solo de =30 %, lo cual puede estar determinado por el tamafic del vector utilizado (=15.1 kb), el cual es

mucho mayor al de la cinética anterior (= 4.6 kb) (Ver plasmidos en Anexo 3).

La figura 15a muestra los perfiles de concentracidon celular durante los cultivos en lote de las dos lineas
evaluadas. De manera similar a los cultivos anteriores, la concentracion de células viables maxima y la velocidad
especifica de crecimiento fueron significativamente mas altas para CHOmpcimpc2 con respecto a la linea
control. Aunque la velocidad especifica de consumo de glucosa y glutamina (Jeic ¥ Jein) & mantuvo bastante
similar entre las lineas celulares (Tabla 4), se observd una caida mas abrupta en la viabilidad (Figura 15b), asi
como un inicio mas mas temprano de la fase de consumo de lactato (Figura 15d) para CHOmpc1mpc2, al ocurrir
un agotamiento anticipado de la glucosa (Figura 15d), glutamina y glutamato (Anexo 7) en comparacion con el
control. Este comportamiento puede mejorarse facilmente utilizando una estrategia de alimentacién como fue

anteriormente discutido.
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Figura 15. La sobreexpresion del MPC favorece el desempefio cinético y metabdlico de CHOmpc1mpc2 produciendo transitoriamente un
AcM. a) Concentracion de células viables; b) Porciento de Viabilidad celular; ¢) Concentracion de AcM; d) Concentracién de glucosa y lactato.

Las barras de error corresponden a las desviaciones estandar entre triplicados de cultivo.

Por otra parte, en cuanto al comportamiento de la produccién de lactato, se obtuvo una reduccion de hasta 50 %
en Yiac/xv, ¥ Una dLac aproximadamente 35 % menor para la linea celular que sobreexpresa MPC (Tabla 2). De
manera similar a la produccién de hSEAP, la concentracién del AcM producido y el IVCD también mejoraron
significativamente por la sobreexpresion del MPC (Figura 15¢ y Tabla 4). Estos resultados muestran que la
mejora metabélica por la sobreexpresion del transportador es efectiva cuando se produce una glicoproteina
multimérica mucho mas compleja que hSEAP. A diferencia de hSEAP, la qp para el AcM, aumenté
significativamente en las células que sobreexpresan MPC en comparacién con el control. Por lo tanto, en este

caso, el aumento de la concentracion del producto fue el resultado de un aumento tanto en qp como en el IVCD.
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Tabla 4. Principales parametros cinéticos evaluados en cultivos en lote expresando transitoriamente AcM como proteina modelo
recombinante. Medias y desviaciones estandar relativas a tres réplicas experimentales independientes. ™ Valores globales calculados

durante la fase de cultive exponencial. Los signos negativos representan consumo.

CHO-EGFP CHOmpc1mpc2
Parametros
Media + Desviacion Media * Desviacion p-valor

KV (mag (10° células/mL) 8.800 £1.741 13.300 + 1.678 0.032
Mmaa(h™) 0.019 £ 0.000 0.025 + 0.001 0.002
[Proteina] gmar (Hg/mL) 4591 £ 0.351 6.542 £ 0.279 0.002
IVCD (10° células h/mL) T 141.84 £ 12.03 199.44 + 14.88 0.006
qp (10 Hg/células h) T 0.169 + 0.022 0.227 £ 0.021 0.045

Y Laen (107 mmol o/células) T 10.783 £ 0.818 5.450 + 0.808 0.001
Orac (10"mmol . /células h) T 0.200 £ 0.014 0.134 £0.013 0.004
Y Laciai (MMOl a/mmolgc) T 1.655 £ 0.051 1.449 £+ 0.094 0.030
goic (10°mmols./células h) T -0.121 £0.011 -0.093 + 0.006 0.019

gain ( 10°mmolzr/células h) T -0.036 = 0.003 -0.031 £ 0.002 NS
Qarmm ( 10 mmolsmr/células hy T 0.032 £ 0.001 0.044 + 0.001 0.049

Llama aqui la atencién gue, en este caso, se haya alcanzado un incremento significativo en la gp como
consecuencia de la sobreexpresion del MPC, a diferencia de lo observado en la cinética con hSEAP, a pesar de
que el peso molecular del AcM es mas alto que el de hSEAP (=150 frente a 64 kDa), representando una carga
metabdlica mayor para las células. Sin embargo, este comportamientc puede encontrarse relacionado con
diferencias en el proceso post-traduccional de estas proteinas. Por un lado, el perfil de glicosilacion de un AcM
ha sido descrito, en términos generales, como menos complejo que el de hSEAP, predominando la
galactosilacion terminal (Serrato ef al., 2007; Liu, 2015), en comparacion con las glicoformas altamente sialiladas
que han sido observadas en la fosfatasa alcalina (Lipscomb et al., 2005). En consecuencia, el mayor incremento
en la gp obtenida para el AcM en comparacion con hSEAP, podria estar influenciado por la correlacién inversa
entre la velocidad de produccién y la complejidad del perfil de glicosilacion asociado, considerando el tiempo de
procesamiento post-traduccional requerido (Shelikoff ef al, 1994, Santell et al,, 1999, Lipscomb et al, 2005;

Butler, 2006).

60



Por otra parte, debe considerarse que aungque los metodos de transfeccion transitoria se han adaptado para
entregar grandes cantidades de ADN a las células huésped, estas pueden crear limitaciones de velocidad
durante la transcripcién, traduccidn, asi como en el plegamiento y/o secrecion de las proteinas (Mason et al.,
2012; Cain et al, 2013, Mastetjohn, 2016). En el caso de los vectores utilizados en la terapia génica, se ha
mostrado que el exceso de carga de vectores recombinantes administrados y encontrados por la célula puede
desencadenar una respuesta de proteinas desplegadas en el RE (Sen ef al.,, 2014) Teniendo en cuenta, que la
eficiencia de transfeccién fue mucho mayor para el vector pVAX1-hSEAP, podemos esperar que también la
cantidad de ADN incorporado por célula sea superior, 1o cual se relaciona con una mayor intensidad de
flucrescencia observada en las células transfectadas con pVAX1-EGFP (Datos no mostrados). Este hecho podria
conducir a una elevada expresion del transgen de Aseap, que pueda saturar las capacidades de procesamiento
del reticulo, conllevando a desencadenar una UPR, la cual afectaria la secrecién de la proteina, y contribuiria a
explicar que la gp se vea mermada en la cinetica de hSEAP, independientemente de la mejora en las
capacidades metabdlicas aportada por la sobreexpresion del MPC. Dicha hipdtesis podria ser demostrada a
partir del estudio comparativo del nimero de copias del tfransgen en las células satisfactoriamente transfectadas,
con los niveles de ARNm, proteina intracelular y proteina secretada; aungue no forma parte del alcance del

presente trabajo.

Durante la cinética de expresion transitoria del AcM, se pudo evaluar la eveolucion del amonio, la cual se muestra
en la figura 16b. Como se aprecia en el gréfico, las concentraciones de amoenio durante la fase exponencial de
los cultivos resultaron muy similares para las dos lineas celulares, aunque la velocidad especifica de produccion
de este metabolito (gamn) fue significativamente menor en las células CHOmpcimpe2 (Tabla 3). Pese a no
haberse encontrado diferencias estadisticamente significativas en la velocidad de consumo de glutamina (qain)
(Tabla 3), la disminucién en la gamn, resulta indicativa de una reduccién en la glutamindlisis como consecuencia
de un metabolismo energético mejorade a partir de la sobreexpresion de MPC. Teniendo en cuenta la mayor
produccion de proteina recombinante por parte de CHOmpc1mpe2, es posible que el consumo de la glutamina
en estas células se encuentre, en alguna medida, un poco mas asociado a reacciones de transaminacion para la
sintesis de aminoacidos. Por otra parte, en la figura 16b se observa una caida en la concentracion de amonic a

las 96h cuando se ha agotado completamente la glutamina, fundamentalmente en la linea CHOmpc1mpc2, lo
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gue indica que es posible que el amonio se esté ademas consumiendo en procesos tales como la sintesis de N-

acetilglucosamina, precursor requerido en la glicosilacién de la proteina recombinante.

a) Concentracién de Glutamina y Glutamato b) Concentracién de Amonio
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Figura 16. La sobreexpresién del MPC, aunque no afecta el consumo de glutamina (a), favorece una reduccion de la produccion de amonio

en las células CHOmpc1mpc2 produciendo transitoriamente un Ac (b).

Seccion B: Generacion y evaluacion de clonas estables sobreexpresando MPC y Fosfatasa

Alcalina (hSEAP) como proteina recombinante modelo.

7.5- Desarrollo de clonas estables que sobreexpresen MPC y fosfatasa alcalina (hSEAP) como

proteina recombinante modelo.

Para un mejor andlisis del desempefic metabélico de las células MPC recombinantes en la producciéon de una
proteina heteréloga, se consideré de gran utilidad la generacién de una linea celular CHO que exprese de forma
estable una proteina modelo, adicionalmente a las subunidades mpc1 v mpe2 del transportador mitocondrial de
piruvato. La proteina modelo seleccionada para este propésito fue la fosfatasa alcalina (hSEAP), cuya expresion
estable permitiria ademas evaluar el efecto de la sobreexpresion del MPC en la calidad de esta glicoproteina,

desde el punto de vista de su perfil de glicosilacién.

Habiendo anteriormente comprobado, que la linea policlonal estable CHOmpc1mpc2 mostré mayor expresion de
las subunidades del transportador MPC, lo que la condujo a un mejor desempefio metaboélico, se decidié utilizarla
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para la expresion estable de hSEAP mediante la transfeccion con el vector pMONO-blasti-hSEAP. También
fueron transfectadas células CHO-S con este plasmido, para generar una linea celular que pudiera ser utilizada
como control en los estudios a desarrollar. A las 48h posteriores a la transfeccidn de las células, se comprobd
una eficiencia de transfeccion del 16%, al transfectar células CHO-S, en paralelo, con el vector p-MONO-blasti-
EGFP construido para tal fin. Aunque esta eficiencia resultd bastante baja (probablemente debido al
envejecimiento del reactivo), representa un porcentaje suficiente para permitir la proliferaciéon y el predominio de

las células positivamente transfectadas durante la seleccion.

Tambien a las 48h post-transfeccion se determiné la concentracion de hSEAP producida en las lineas recién
generadas CHOmMpc1mpc2-SEAP y CHO-SEAP, la cual resultd bastante baja en este punto, como se puede
observar en la tabla 5. Sin embargo, tras el proceso de seleccion mediante la adicion del antibidtico blasticidina,
en concentraciones incrementales de 5 a 20 pg/mL, se logré incrementar la produccion de la proteina en casi 2
ordenes de magnitud (Tabla 5). Es de destacar que el plasmido comercial pMONO-blasti-mes, a partir del cual se
construyé el vector de expresion pMONO-blasti-hSEAP, ademéas de presentar un promotor de ferritina
compuesto (FerH) que confiere una expresion fuerte y constitutiva del gen de interés (GOI, por sus siglas en
inglés) en niveles similares a los del promotor CMV, posee una unidad de transcripcion Unica que impulsa la
expresion del transgen y el marcador de seleccién a través de un sitio interno de unién al ribosoma (IRES), el
cual se encuentra contiguo al sitio de clonaje del GOI, seguido del gen de resistencia a blasticidina. Este es un
sistema de amplificacion altamente eficiente, donde ademas de lograrse una rapida seleccion de las células
transfectadas en un lapso de 7 dias debido al efecto de la blasticidina (Kumar et al., 2018), permite la obtencion

de lineas celulares estables con altos niveles de expresién del gen de interés (Laf et al,, 2013).

Tabla 5: Incremento de la produccién de hSEAP en las lineas celulares estables CHO-SEAP y CHOmpci1mpc2-SEAP, por efecto de la

seleccién con blasticidina.

; Concentracion de hSEAP {ug/mL)
Linea celular

48 horas post-transfeccion Seleccion (20 pg/mL blasticidina)
CHO-SEAP 0.33 12.8
CHOmpc1mpc2-SEAP 042 17.9
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La seleccion clonal, resulta sin embargo una opcion deseable en aras de seleccionar, para los estudios
posteriores, los cultivos con la mayor expresién de las subunidades MPC y mayor grado de homogeneidad en
cuanto a esta expresion. De un total de 89 pozos crecidos correspondientes a la linea CHOmpc1mpc2-SEAP, y
25 de CHO-SEAP, se aislaron 38 y 11 clonas respectivamente. La clonalidad fue corroborada mediante la
captura de imagenes secuenciales del crecimiento celular con el equipo IncuCyte (Sartorius), que permitieron

discernir el origen unicelular de cada clona como se ejemplifica en la figura 17.
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Figura 17: Comprobacion de clonalidad mediante microfotografias en vivo del crecimiento celular con el equipo IncuCyte (Sartorius).

Las clonas aisladas fueron evaluadas en cuanto a produccion de hSEAP mediante ensayo de actividad
enzimatica, seleccionandose a partir de aqui, la maxima productora procedente de CHO-SEAP (identificada
como D5), y las 8 mejores derivadas de la linea CHOmpc1mpc2-SEAP (A4, A6, B15, B31, B34, B37, C15y C32).
Posteriormente todas ellas fueron analizadas mediante Western blot, con el objetivo de seleccionar, de las clonas
MPC recombinantes, las de mayor expresién de las subunidades del transportador, las cuales fueron C15, A8,

B15 y B31, como puede apreciarse en la figura 18.
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a) PMkDa b)
75 |- Clonas Banda Banda Principal | Banda Principal
e Control de carga HSP 60 (MPC1-MPC2) Normalizada
50 |- HSP60
- D5 9524724 7443348 0.78
c15 5052297 32152926 5.40
25 AB 4006064 25979957 6.49
Ad 5831529 7114767 1.22
Anti MPC2 (14KDa) B15 3366876 12052954 3.58
Anti MPC1 (12kDa) B31 4606107 9403284 2.04
D5 C15 A6 A4 BI15 B31 B34 B37 C32 B34 4595908 8304528 1.81
{ Y J B37 5315900 8434686 1,59
CHO-SEAP CHOmpclmpc2-SEAP C32 3881427 6577791 1.69

Figura 18: Seleccion de las 4 clonas de CHOmpc1mpc2-SEAP con mayor expresion de las subunidades MPC1 y MPC2 mediante Western

blot. a) Imagen de la membrana de Western blot revelada, b) Andlisis de la intensidad de las bandas por densitometria, en azul: clona control

CHO-SEAP y en rojo: clonas derivadas de CHOmpc1mpc2-SEAP con mayor expresion de MPC.

7.6- Evaluacion del desempefio metabdlico de las clonas de CHOmpc1mpc2-SEAP

Las clonas A6, B15, B31 y C15, derivadas de CHOmpc1mpc2-SEAP y previamente seleccionadas como las de

mayor expresion de las proteinas MPC, fueron evaluadas en cuanto a su desempefio cinético y metabdlico en

comparacién a la clona D5, derivada de la linea control CHO-SEAP. Para este analisis se llevaron a cabo

cinéticas de cultivo en lote alimentado, utilizando como estrategia de alimentacién, el mantenimiento de los

niveles de glucosa y glutamina por encima de 20 y 2 mM respectivamente.
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Figura 19. Comportamiento del crecimiento celular y viabilidad de las clonas CHOmpc1mpc2-SEAP con respecto a CHO-SEAP en lote

alimentado. a) Concentracion celular. b) Viabilidad celular. Alimentacion consistente en el ajuste de concentracion de glucosa a 20mM y

glutamina a 2mM. Las barras de error corresponden a las desviaciones estandar entre tres réplicas de cultivo.
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Como se puede observar en la figura 19a, las clonas MPC recombinantes alcanzaron una concentracion celular
maxima (Xv) entre las 96 y 120 h, la cual resultdé, en casi todo los casos, superior a la clona control D5, excepto
para la clona B31. Vale destacar que los cultivos de la clona B31 presentaron una morfologia caracteristica, con
células de tamafno incrementado de 16.51£2.39 um con respecto al resto de las clonas de 12.31+1.58 um,
condicion gque pudiera estar relacionada con el menor crecimiento alcanzado por esta clona. Hay que tomar en
consideracion, que la elevada inestabilidad genética intrinseca de CHO, las integraciones azarosas de los genes
recombinantes, asi como los sistemas de amplificacion utilizados durante los procesos de seleccion, pueden
conducir a re-arreglos cromosoémicos y re-distribuciones en el genoma de las células (Kim et al., 2001, Jun et al,,
2005; Lai et al, 2013 Dahodwala v Lee, 2019). Todos estos cambios suelen conducir a que las propiedades
dentro de las clonas derivadas de la misma poblacidn celular pueden variar significativamente, algunas de las
cuales podrian adquirir determinadas caracteristicas fenotipicas que no guarden relaciéon necesariamente con la
modificacion genética promovida por la expresion de los genes recombinantes, 1o cual puede ser el caso de la

clona 31.

En cuanto a la velocidad especifica de crecimiento maxima (Umax), €l comportamiento fue bastante similar entre
todas las clonas, siendo solo ligeramente inferior para A6 (Figura 20), a pesar de que esta fue la clona que
alcanzo mayor densidad celular con casi 19x108 células/mL (Figura 19a). La viabilidad celular también se
comportd de forma bastante similar entre las clonas evaluadas (Figura 19b), comenzando a decaer después de
las 120h de cultivo, probablemente como consecuencia del agotamiento de aminoacidos u otros nutrientes que
no fuercn suplementados como parte del esquema de alimentacidén seguido, y es algo que debe tomarse en

cuenta si se desea prolongar por mayor tiempo este tipo de cultivo.

66



2.5

2.0 ]
I

15 1 B mm Clona A6
Clona B15
1—}1 Clona B31
1.0 - . N .
. II i 1,[, II Clona C15
B | . =— =Clona D5
0. I ‘ ]
0.0 I '

Figura 20. Valores relativos de los paréametros cinéticos y estequiométricos obtenidos a partir de los cultives en lote alimentado de las clonas

Valores Relativos

w

derivadas de CHOmpc1mpc2-SEAP con respecte a la clona D5 procedente de CHO-SEAP

La clona A6 difirié marcadamente ademas, en las velocidades de consumo de glucosa y glutamina con respecto
al resto de las clonas, en relacion con su retraso en el crecimiento anteriormente mostrado (Figuras 21a y 21c).
Por este motivo la alimentacién en su caso comenzé a las 96h, desfasandose 24h del comienzc de la
alimentacion general. En cuanto a la produccién de lactato, la concentracién maxima alcanzada de este
metabolito (Figura 21b), asi como su velocidad especifica de produccion (quac) calculada durante la fase
exponencial del cultivo (Figura 20), fueron menores para todas las clonas que sobreexpresan MPC con respecto
al control D5. Este resultado correlaciona con el efecto esperado, producto de la sobreexpresién del
transportador, el cual estaria faciltando la entrada de piruvato a la mitocondria para su incorporacién al TCA,
disminuyendo asi la concentracién citosdlica de piruvato que pueda ser convertido a lactato. También el
rendimiento global de lactato/glucosa (Y Lac/aic) disminuyd marcadamente en todas las clonas MPC recombinantes
respecto al control, consistentemente con la mayor capacidad de estas células para utilizar de forma mas

eficiente, las fuentes de carbono (Figura 20).

Por otra parte, todas las clonas comenzaron a consumir el lactato producido poco antes de alcanzar la densidad
celular maxima, cercano al comienzo de la fase de desaceleracidén y coincidiendo con una caida a

concentraciones criticas de glucosa yfo glutamina; tal y como se observd anteriormente en las cinéticas
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realizadas con las lineas parentales (CHOmpe1mpe2 y CHOmpc2mpce1) v como ha sido descrito en trabajos
precedentes (Zagari et al, 2013a; Templeton et al., 2013; Toussaint et al, 2016; Gupta et al., 2017a; Gupta et al,
2017b). Sin embargo, en casi todas las clonas analizadas, se observd un repunte en la acumulacion de lactato a
partir de las 120 o 144 horas de cultivo, consistente con la caida del nimerc de células viables y de la viabilidad
celular. Similares comportamientos pueden ser también encontrados en estudios de diferentes autores al
emplear estrategias de lote alimentado, fundamentalmente cuando existe un excedente de glucosa disponible
(Toussaint et al., 2016, Gupta et al., 2017a; Gupta et al., 2017b; Karengera et al., 2018), aungue ha sido un
aspecto apenas abordado o discutido. Karengera et al. (2017a) al sobreexpresar PYC2 en cultives de CHO en
lote alimentado suplementando con diferentes fuentes de carbono, describieron una segunda fase de produccion
de lactato, donde el inicio de la misma correlacionaba con el pico de méxima densidad celular y no se encontraba

asociado a una caida en la viabilidad, a diferencia de lo observado en el presente trabajo.

Como ha sido previamente reportado en la literatura, el cambio de produccién a consumo neto de lactato se
encuentra determinado, entre otros factores, por el equilibrio entre la concentracién de lactato y protones del
medio intracelular y extracelular (Harfley et al., 2018), la regulacion negativa de enzimas glicoliticas como la
fosfofructoquinasa | por parte del lactato (Costa-Leffe et al, 2007, Costa-Leite et al., 2010), asi como el
agotamiento de la glutamina (Zagati et al, 2013a); aunque el consenso por la mayoria de los autores es gue el
fendmeno se encuentra en estrecha dependencia del tipo celular y las condiciones de cultivo (Mulukutla et al,
2012; Zagari et al, 2013a; Templeton et al., 2013, Toussaint ef al., 2016, Hartley et al, 2018). En el caso del
cambio observado hacia el final de las cinéticas de cultivo, en el sentido contrario, de consumo a produccién neta
de lactato, mecanismos similares a los mencionados pudieran estar sustentandolo. Es decir, una disminucion en
el lactato acumulado debido al consumo previo, aunado a un exceso de glucosa en la alimentacion del cultivo
para un nimerc de células que va decreciendo, ademas de la presencia de la glutamina también alimentada al
medio, representan un conjunto de factores que pueden contribuir a desplazar el equilibrio nuevamente hacia la
produccion de lactato. Sin embargo, este es un comportamiento, que puede ser prevenido mediante un manegjo

mas preciso de las condiciones de alimentacién del cultivo.
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El mejor desempefic en cuanto a la reduccion de la acumulacion de lactato fue exhibido por la clona A6 con una
disminucién de hasta un 78% de qiac (Figura 20). Este comportamiento podria explicarse al ser ésta la clona que

present6 mayores niveles de expresién de MPC1 y MPC2 (Figura 18).

a) 40 b) 20
16
2
12
E
28
8
1%}
m
=
0
0 24 48 72 96 120 144 168 0 24 48 72 96 120 144 168
tiempo (h) tiempo (h)
c) 12 d) 12
10 .
= ©
E 8 Y £
E E
& 6 ! ' o
£ ‘.' & = —8-CHO-SEAP Clona D5
E 4 g -8-CHOmpclmpc2-SEAP Clona A6
5 < CHOmpc1mpe2-SEAP Clona B15
G}

——CHOmpcimpc2-SEAP Clona B31

/

o 0 —#—~CHOmpclmpc2-SEAP Clona C15
0 24 48 72 96 120 144 168 0 24 48 72 96 120 144 168 {I. Inicio Alimentacion General
tiempo (h) tiempo (h) 4 Inicio Alimentacion Clona A

Figura 21. Concentracion de los principales metabolitos evaluados durante la cinética en lote alimentado de las clonas CHOmpc1mpc2-
SEAP con respecto a CHO-SEAP. a) Concentracion de glucosa, b) Concentracidon de lactato, ¢) Concentracion de Glutamina, d)

Concentracion de Amonio. Alimentacion consistente en el ajuste de concentracion de glucosa a 20mM y glutamina a 2mM. Las barras de

error corresponden a las desviaciones estandar entre tres réplicas de cultivo.

Teniendo en cuenta las diferencias presentadas entre las diferentes clonas con respecto a la produccion de
lactato, y conociendo las variaciones existentes en los niveles de expresion de las proteinas MPC entre ellas, se
decidié analizar el grado de dependencia entre estas variables. En este sentido, se graficé el conjunte de valores
de los rendimientos de lactato (Yiacx), obtenidos tanto para las clonas (A6, B15, B31 y C15), como para las lineas
estables no clonales anteriormente evaluadas en la Seccién A de este documento (CHOCmpcimpe2 vy
CHOmpc2mpce1), versus la expresion de MPC1 y MPC2 (valores obtenidos mediante analisis densitométrico por

Western blot). En cada uno de los parametros a graficar se utilizaron valores relativos, normalizando con
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respecto a la linea celular control de cada experimento: la clona D5 (CHO-SEAP) en el caso de las clonas y

CHO-S para las lineas no clonales, como se describe en la tabla 6.

Tabla 6: Resumen de los valores utilizados para el anélisis de correlacién entre Y .. y expresién de MPC. Los valores relativos a las bandas
resultan adimensionales y corresponden a la intensidad de la sefial de las mismas obtenidas en las imagenes de Western blot, analizadas

mediante el programa mage Lab.

Clonas
Fark el Clona . - 5 5 SEAE Lineas no clonales
arametros Evaluados CHO-SEAP onas mpcimpc2-
D5 (Control) C15 A6 B15 B31 CHO-S (Control) | CHO-mpc1mpc2 | CHO-mpc2mpe1
Y acx (109 mmol, . /cel) 3.553 2.287 0.967 2.794 3.005 4.877 2663 3.912
Bandas MPC1-MPC2 7443348 32152926 25979957 12052954 9403284 1792455.5 10577194 6935615
Bandas HSP60 (Control de carga) 9524724 5952297 4006064 3366876 4606107 3990338.5 4450125 4457662.5
Bandas MPC1-MPC2 Normalizadas 0.78 5.40 6.49 3.58 2.04 0.45 2.38 1.56
Valores relativos con respecto al control
D (i 1.00 0.64 027 0.79 0.85 1.00 0.55 0.80
Expresion MPC1-MPC2 1.00 6.91 8.30 4.58 261 1.00 529 3.46

Como puede observarse en la figura 22, se encontré una correlacion negativa con un ajuste lineal aceptable para
el tipo de analisis realizado, con un coeficiente de correlacion (R2) de 0.86. Este resultado confirma parte de la
hipdtesis del presente trabajo en relacién al efecto de la sobreexpresion del transportador mitocondrial de
piruvato en la reduccion de la produccion de lactato. Por otra parte, aporta una importante evidencia en cuanto a
que la mejora en el metabolismo energético celular, dada por esta estrategia de ingenieria metabdlica, depende
del nivel de expresion del MPC. Esto significa que, a pesar de que el MPC tiene una influencia directa en la
eficiencia del metabolismo de la glucosa, el nivel de este efecto dependera del grado de expresion de las
subunidades. El reducido valor de la pendiente de la ecuacién de correlacion es indicativo de que se requiere
una elevada sobreexpresion del MPC, de al menos 5 veces el nivel basal, para reducir a la mitad la produccion
de lactato caracteristica de las células CHO-S. La evaluacion directa del importe de piruvato por parte de las
lineas celulares con diferentes niveles de expresion de MPC, podria aportar elementos mas precisos acerca de
esta correlacion entre el grado de expresion del MPC y su efecto en el metabolismo energético, aunque este
queda fuera del alcance del presente trabajo. No obstante, debe tenerse en cuenta la complejidad de la via
central del metabolismo del carbono, donde ha sido ademas previamente demostrado el papel fundamental de

otros puntos de regulacidon, como las reacciones catalizadas por las enzimas LDH y PDH que han sido
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moduladas por otros autores como estrategias para también superar el efecto Warburg (Kim y Lee, 2007; Zhou et

al, 2011; Wilkens et al.,, 2019, Xie et al,, 2019).

Correlacion Y, versus MPC1-MPC2
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Figura 22. Correlacién de la expresion de MPC con respecto al rendimiento de lactato producido por célula (Y| ..x). Los valores de Y\ .o
graficados corresponden a los obtenidos en las cinéticas de crecimiento por las diferentes lineas MPC recombinantes (clonales y no
clonales), normalizados respecto al control incluide dentro del propio experimento. Los valores de MPC1-MPC2 se obtuvieron a partir del
analisis densitométrico de las imagenes obtenidas por Western blot, para las lineas celulares clonales (figura 18a) y no clonales (figura 8),

normalizando en cada caso con respecto al control.

Otros autores, sobreexpresando la piruvato carboxilasa de levadura (PYC2), también han reportado diferencias
en el efecto sobre la produccidn de lactato entre las clonas obtenidas en relacion con el grado de expresion de la
enzima. Toussaint et al. (2016) encontraron un grupo de clonas donde el nivel de expresion de PYC2 era similar
a la linea parental, las cuales no fueron capaces de reducir la produccién de lactato, mientras que Gupta et al.
(2017a) también identificaron que las clonas con menor expresion de la enzima manifestaban un menor efecto
sobre la concentracion de lactato producido. Es de destacar que en ambos trabajos la reduccion alcanzada para
gLac en las clonas con mejor desempefio, fue menor a la obtenida en este estudio, con similares condiciones de

cultivo en lote alimentado.

El amonio es otro metabolito de desecho que se produce debido a una glutamindlisis exacerbada, como
consecuencia del desbalance del metabolismo citosolico y mitocondrial. Es un metabolito que resulta importante

controlar debido a su potencial efecto negativo sobre la calidad de las glicoproteinas. En este caso, la velocidad
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de produccidén de amonio durante la fase exponencial del cultivo (qamn) fue inferior en todas las clonas MPC con
respecto al control (Figura 21d). A pattir de las 120h se encontré una tendencia al incremento en la produccién
del amonio, de forma similar a la observada en el caso del lactato. Este resulta un comportamiento comtunmente
manifestado en muchos estudios donde se alimentan los cultivos con glutamina (Vallée et al., 2014; Toussaint et
al, 2016; Karenguera et al.,, 2017a; Karenguera et al, 2017b; Karenguera et al, 2018), y una estrategia muy
valida propuesta por algunos autores para abordar este inconveniente, consiste en la sustitucién de la glutamina
por el dipétido Gln-Ala, o por glutamato en el caso de que se cuente con el sistema de la glutamino-sintetasa. Por
otra parte, el comienzo del incremento en la acumulacién de amonio en nuestro caso, se relaciona directamente
con la entrada en senescencia del cultivo, la cual es una condicién que puede mejorarse mediante el control de
las concentraciones de metabolitos suplementados y la adicién de otros nutrientes que se encuentran limitando

el crecimiento celular.
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Figura 23. Produccion de hSEAP por clonas CHOmpc1mpc2-SEAP con respecto a CHO-SEAP durante la cinética en lote alimentado. a)
Concentracién de hSEAP, b) Velocidad especifica de produccidon de hSEAP. Alimentacion consistente en el ajuste de concentracion de

glucosa a 20mM y glutamina a 2mM. Las barras de error corresponden a las desviaciones estandar entre tres réplicas de cultivo.

En cuanto a la produccion de la proteina recombinante hSEAP, casi todas las clonas que sobreexpresan el
transportador incrementaron la velocidad especifica de produccién (qp) con respecto a D5, excepto A6 que tuvo
un comportamiento muy similar al control (Figura 20 y 23b). Es posible que en el caso especifico de la clona A6
se pueda encontrar exhibiendo un menor nimero de copias del transgen hseap, lo cual la ponga en desventaja
desde el punto de vista productivo. Sin embargo, la gp ligeramente mas baja de esta clona, se compensa en gran
medida por el aumento de la densidad celular maxima y la extensién del tiempo de cultivo que puede ser mayor

al resto, teniendo en cuenta los niveles de Xv y viabilidad celular que mantenia esta clona al momento que se
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finalizé la cinetica. Esto se traduce en una mayor acumulacion de hSEAP y por tanto, en una ganancia neta de

productividad volumétrica.

En la literatura podemos encontrar resultados mixtos y contrastantes con respecto al efecto de diferentes
estrategias de ingenierfa metabdlica, sobre la produccion de proteina recombinante. Si bien varios de los trabajos
que han apostado por la regulacién negativa de la LDH (Chen et al.,, 2001; Kim y Lee, 2007, Wilkens et al., 2019),
los efectos combinados con el silenciamiento de la PDHK (Zhou et al, 2011), o la sobreexpresion de la PYC
(Fogaolin et al.,, 2004; Gupta et al.; 2007b) han reportado un incrementc en la productividad especifica de las
clonas recombinantes; otros siguiendo tambieén esta Ultima estrategia, no han encontrado un impacto beneficioso
directo sobre este parametro, aungue en mucho casos se alcanza un incremento en el titulo de proteina como
resultado del efecto promovido por el crecimiento celular y la extension del cultive (Elias et al., 2003, Wilkens y
Gerdtzen, 2015, Toussaint et al., 2016, Karenguera et al., 2017b). Wilkens y Gerdfzen (2015) propusieron que la
disminucién en la productividad especifica puede ser debido a un cambio en el estado redox de la célula que
afecta el ensamblaje de las proteinas multiméricas, sin embargo, esto no explica el fenémeno de muchos casos
donde se presenta una disminucion de la gp en estudios donde se expresan proteinas de solo 1 cadena
polipeptidica. En general, el comportamiento de la gp parece estar mas relacionado con el tipo celular, las

variaciones entre clonas y las condiciones de cultivo.

Como puede constatarse en la figuras 20 y 23a, en términos de productividad volumeétrica referida en este caso
como la cantidad de hSEAP acumulada al finalizar el cultivo, todas las clonas MPC recombinantes superaron al
control CHO-SEAP (D5), alcanzando una concentracion méaxima de la enzima significativamente mayor, lo cual
pone de manifiesto la ventaja metabdlica que aporta la sobreexpresion del transportador mitocondrial de piruvato,

favoreciendo tanto el crecimiento celular como la productividad especifica de la proteina modelo.

7.7- Andlisis del perfil de glicosilacién de hSEAP producida en células que sobreexpresan MPC

Aunqgue el desarrollo de los procesos de cultivo celular y las principales estrategias de ingenieria metabdlica, se
han centrado fundamentalmente en incrementar los titulos de proteina recombinante, garantizar su calidad y la
consistencia de la misma, es un aspecto esencial en el establecimiento de los bioprocesos industriales. La N-
glicosilacién de las proteinas de interés terapéutico se considera un atributo de calidad critico debidc a sus
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efectos esenciales sobre la eficacia in vivo, la inmunogenicidad y la vida media en el suero (Sinclair y Elfiott,
2005; Butler, 2006). Por esta razén, es importante asegurar que las estrategias desarrolladas para mejorar el
rendimiento de la produccién de proteinas recombinantes promuevan el mantenimiento o incluso un incremento

en la calidad del producto.

En tal sentido, para analizar la influencia de la sobreexpresién del transportador mitocondrial de piruvato sobre la
calidad de las proteinas recombinantes, se analizé el perfil de N-Glicosilacién de la proteina fosfatasa alcalina
expresada de manera estable en una de las clohas mejores productoras de la enzima (B15) proveniente de la
linea celular CHOmpc1mpc2-SEAP (hombrada en lo adelante como CHO-mpc-SEAP) y la clona D5 (CHC-
SEAP) como control. Se realizaron 6 cultivos en lote donde la proteina hSEAP fue cosechada y purificada a las
120h en cada caso, comprobandose la pureza mediante electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida

como puede corroborarse en la figura 24.
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Figura 24: Pureza de hSEAP evaluada mediante electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida al 12%. NP: muestra de hSEAP
sin purificar, S1, 82, 83, S4, S5 y S6: muestras de hSEAP purificada a partir de cultivos de CHO-SEAP, MS1, MS2, MS3, MS4, MS5 y MS6:

muestras de hSEAP purificada a partir de cultivos de CHO-mpc-SEAP, BSA: muestra de BSA comercial cargada como control.

La mezcla de oligosacaridos obtenidos por digestidn enzimatica a partir de las muestras de hSEAP purificada,
fueron analizados por HPLC en fase normal con gradiente de acetonitrilo. El peffil tipico obtenido se muestra en

figura 25.
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Figura 25: Cromatograma tipo de los MN-glicanos de hSEAP a partir de |los cultivos de las lineas celulares CHO-SEAP (azul) v CHO-mpe-

SEAP (rojo), separados por HILIC.

Las unidades de glucosa fueron asignadas de acuerdo a un estandar de homopolimero de glucosa (D-3818,
Sigma) y ajustando los datos del cromatograma estandar a una ecuacion polinomial como fue descrito por Guile
ef al (1997). Como puede observarse en el cromatograma mostrado (Figura 25), la mayoria de los picos
correspondientes a las diferentes estructuras de glicanos, coinciden para las dos lineas celulares analizadas,
variando solamente en la abundancia de las mismas.

Las estructuras para cada pico fueron propuestas sobre la base de su tiempo de migracidén {(en unidades de
glucosa) ¥ su susceptibilidad a digestiones individuales de exoglicosidasas (previamente descritas en el capitulo
de Materiales y Métodos); tomando ademas como referencia las estructuras que se encuentran previamente
reportadas en la literatura para esta proteina (Lipscomb et al, 2005). Posteriormente se pudo determinar el
porcentaje de abundancia relativa de cada una de las especies identificadas, a partir de la integracion del area
bajo la curva de cada uno de los picos (Tabla 7).

Para un mejor analisis, las estructuras identificadas se agruparon segln su composicion en 7 grupos como: altos
en manosa {(mas de tres residuos de manosa), biantenarios G0 (complejo, sin residuos de galactosa adheridos),
biantenarios G1 (complejo, con un residuo de galactosa), biantenarios G2 {complejo, con dos residuos de
galactosa), tri o tetrantenarios y formas sialiladas. De esta manera, en la figura 26 se muestra la abundancia

relativa de los diferentes grupos de glicanos para cada una de las lineas celulares estudiadas.
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Tabla 7: Abundancia relativa de las estructuras de N-glicanos propuestas para los diferentes picos obtenidos por HPLC de las muestras de
hSEAP. La cantidad relativa de cada glicano se indica como porcentaje de la cantidad total detectada excluyendo el area del pico del patrén
interno (maltosa). Fucosa (F), galactosa (G), manosa (M), N-acetilglucosamina (N) y acido sidlico (S). Los numeros que siguen a estas
abreviaturas se refieren a unidades repetidas. (A) se utiliza para el complejo N2M3 (nldcleo de quitobiosa) seguida de un numero indica
cantidad de antenas conectadas y se indican las terminaciones de G y S. Numero dentro de paréntesis indica la posicion de la antena en la

que se encuentra la G terminal con respecto al nucleo de quitobiosa. (Ver Anexo 8).

Unidedas de Estructura Cultivo 1 Cultivo 2 Cultivo 3 Cultivo 4 Cultive 5 Cultivo &
Glucosa propuesta  CHO-SEAP CHOmpcSEAP  CHO-SEAP  CHOmpcSEAP  CHO-SEAP  CHOmpcSEAP  CHO-SEAP  CHOmpcSEAP  CHO-SEAP  CHOmpcSEAP  CHO-SEAP  CHOmpcSEAP
17 e
4.86 N2FM3N 3.35 1.18 0.61 0.42 2.06 1.47 0.55 0.64 1.33 1.58 2.70 1.01
5.57 A2 3.53 3.34 181 1.92 2486 1.59 3.05 149 149 1.26 3.40 168
6.00 A2F 123 491 3.82 3.60 119 173 0.97 2.76 1.09 3.90 0.80 3.47
6.23 N2ZM5 3.83 2.90 2.33 3.04 291 1.97 3.98 1.55 3.49 243 3.57 1.99
6.34 N2M35 115 133 0.84 0.76 161 237 1.37 2.80 3.00 222 2.33 129
6.44 A2G1(1,3) 1.66 1.98 1.28 1.87 1.54 113 111 1.61 1.78 117 1.03 1.33
6.70 A2FG1(1,6) 1.00 1.09 1.54 1.23 1.46 1.07 111 031 1.63 1.02 1.93 0.41
6.75 A2FG1(1,3) 2.27 1.20 1.66 1.44 4.55 135 4.98 0.89 5.83 181 3.82 1.38
6.88 A3FG1 4.67 5.37 298 4.75 6.14 6.44 1.37 8.90 5.90 9.20 8.91 7.14
7.09 A2G1s1 7.80 13.07 6.02 13.60 9.02 14.99 7.76 17.85 8.02 17.11 8.06 15.20
7.25 A2G2 5.36 9.51 591 g.91 384 16.24 8.63 18.72 9.60 17.07 7.53 16.52
7.68 A2G2F 19.63 17.89 20.73 19,11 2831 15,60 1853 17.38 16.07 15.46 17.89 18.16
8.04 A4G2 11.11 12.89 12.97 15.33 11.36 15.40 20.26 11.43 15.18 11.53 18.27 13.76
8.44 A3G3 8.41 10.43 9.01 11.91 6.60 15.95 3.67 8.99 2.40 9.53 1.35 12.35
8.79 A2G252 11.22 6.37 11.78 2.75 4.19 0.80 1.77 0.39 1.83 0.67 1.67 0.88
9.15 A3FG3 10.84 4,22 12.30 3.22 7.52 0.66 5.44 0.98 6.17 0.83 5.33 0.36
9.57 A3G351 0.20 0.30 0.47 1.70 1.75 0.50 2.67 1.59 317 1.08 3.57 1.50
9.74 A4G4 1.41 0.39 311 1.19 191 0.32 4.23 1.45 5.40 1.02 3.99 129
10.24 A3G352 0.43 0.41 0.56 1.65 0.85 0.41 1.33 0.27 0.81 0.30 1.19 0.31
10.85 A3G3s2 0.89 121 0.28 0.61 0.73 0.00 121 0.00 1.84 0.00 1.66 0.00
Total 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00

Abundancia relativa de grupos de glicanos
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Figura 26: Porcentaje de abundancia los diferentes grupos de N-glicanos unidos a hSEAP para cada una de las lineas celulares. (**) p <0.01,

(™) p <0.05 y (NS) No significativo. Se muestran estructuras representativas para cada grupo.
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De la distribuciéon de grupos de glicanos presentes en la hSEAP producida por ambas lineas celulares, solo se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en cuanto al porcentaje de abundancia relativa para los
grupos de glicanos biantenarios no sialilados G1 y G2, asi como para los tri y tetra antenarios no sialilados.
Como puede apreciarse en la figura 26, para los cultivos procedentes de la linea celular CHO-mpc-SEAP, se
obtuvo un incremento en los glicanos biantenarios G2 a expensas de la disminucién en la proporcion de las
formas G1. Este hecho se traduce en una mayor capacidad de esta linea celular para llevar a cabo
galactosilaciones mas completas, lo cual constituye una ventaja para la produccién de proteinas recombinantes
donde este tipo de glicoformas sean deseables. Tal es el caso de los anticuerpos monoclonales, molécula de
enorme interés biofarmacéutico, cuando se requiere promover una respuesta de tipo CDC (citotoxicidad
dependiente del complemento, del inglés: complement-dependent cytotoxicity) como funcién efectora

(Hodoniczky et al., 2005; Reusch y Tejada, 2015).

Cabe destacar que Gupta et al. (2017a) reportaron también un incremento en la galactosilacion como
consecuencia de la sobreexpresion de PYC2 para reducir la produccién de lactato. Este favorecimiento en la
galactosilacion constituye un resultado a esperar, cuando se emplean estrategias de ingenieria metabdlica que
promuevan un metabolismo més eficiente, capaces de conducir a mayor disponibilidad de precursores de la
glicosilacién como UDP-Gal. Como se ha mostrado anteriormente, la sobreexpresion del MPC conlleva a un
mejor aprovechamiento de la glucosa como fuente de carbono sin limitar el flujo glicolitico y con ello, puede dar
lugar a una mayor disponibilidad de los intermediarios de esta via, que se requieren para la sintesis de los
azlcar-nucledtidos (McAtee et al., 2014; Zhang et al., 2019). A su vez, en el andlisis de flujos metabdlicos
desarrollado para las nuestras lineas MPC recombinantes no clonales (Bulté et al., 2020) mediante un enfoque
de modelo dinamico desarrollado por Martinez et al. (2020), mostré, para la linea celular CHOmpclmpc2 de la
cual derivé CHO-mpc-SEAP, un incremento de los flujos a través de la via de las pentosas fosfatos, la cual juega

un papel fundamental en la contribucion a la sintesis de los precursores azUcares activados de la glicosilacion.

Por otra parte, ha sido ampliamente reportada, la influencia negativa del amonio en la actividad de la galactosil- y
sialil-transferasa por el incremento del pH en Golgi (Hossler et al., 2009; Rivinoja et al.; 2009; Pacis et al., 2011),
sin embargo, para la linea celular CHO-mpc-SEAP, se encontré una reduccién de la produccion de amonio con

respecto al control CHO-SEAP (Figura 21d), lo cual puede estar ademas promoviendo la mayor galactosilacion
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observada en la linea MPC recombinante, y adicionalmente un ligero favorecimiento de la sialilacion aunque no

se encontraran diferencias estadisticamente significativas para este grupo.

El otro grupo de glicanos donde se obtuvieron diferencias significativas entre las dos lineas celulares, fuercn las
glicoformas tri y tetra-antenarias, donde se encontré una tendencia a la disminucién de la abundancia de estas
formas mas complejas en el caso de los cultivos de CHO-mpc-SEAP. Este hecho pudiera encontrarse
relacionado con un menor tiempo de residencia de la glicoproteina en Golgi, como consecuencia de una mayor
velocidad especifica de produccion por parte de estas células, dependencia que ha sido abordada por varios
autores (Shelfikoff et al., 1994, Sanfell et al., 1999; Andersen et al., 2000; Butler, 2006). También se debe tener
en cuenta, que las células CHO-mpe-SEAP, han transitado por dos procesos de transfeccion y seleccidn para la
expresion de las proteinas recombinantes, por lo cual la expresion de las enzimas de la glicosilacion como las N-
acetil-glucosaminil-transferasas IV y V, relacionadas con la adicién de antenas, pueden estar sujetas a los
fendmenos estocasticos de reordenamientos genéticos experimentados por las células. Adicionalmente se ha
reportadc que la disponibilidad del precursor UDP-GIcNAc, estd estrechamente relacionada con las
concentraciones de amonio (Nyberg ef al,, 1999, Valley et al., 1999), las cuales se encontraron incrementadas
para la linea CHO-SEAP, por lo que cabe esperar el ligero incremento en este grupo de glicanos multi-

antenarios.

Sin embargo, la mayor velocidad de produccion de hSEAP por parte de CHO-mpce-SEAP no condujo a una
disminucién del grado de sialilacién para esta linea celular. Este resultado es similar al obtenido por Lipscomb et
al. (2005) al incrementar la produccion de esta misma proteina hSEAP, mediante la amplificacién con promotor
inducible y el uso de diferentes estrategias de cultivo, en células CHO. Es de destacar, que comparativamente, la
proporcidon de formas con manosa terminal producidas por nuestras células, resultdé mucho menor due las

reportadas en el trabajo de Lipscomb et al. (2005) para esta proteina en condiciones similares de cultivo.

De manera general, el perfil de glicosilacion de la proteina heterdloga hSEAP producida en la linea celular CHO-
mpc-SEAP, no se vio sustancialmente afectado por el efecto de la sobreexpresion del MPC; y los cambios
promovidos que fueron encontrados por este trabajc pueden resultar ventajosos para la utilizacién de estas

células como sistema de expresion de glicoproteinas recombinantes de interés biofarmaceutico.
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VIIl. CONCLUSIONES

El transportador mitocondrial de piruvato fue satisfactoriamente sobreexpresado en las lineas celulares
estables no clonales CHOmpc1mpe2 y CHOmpe2mpe1, como fue corroborado a partir de los mayores
niveles de transcrito y concentracion de proteina de las subunidades, comparado con las células control.
La correcta localizacién mitocondrial de las subunidades MPC1 y MPCZ recombinantes del transportador
posibilitd la formacién adecuada del heterodimero funcional, que condujo a un mayor flujo de consumo
de piruvato, como fue corrcborado a partir del incremento de la OCR maxima en las lineas que
sobreexpresan el MPC.

La sobreexpresion del MPC conlleva a una utilizacién mas eficiente de la glucosa como fuente de
carbono, resultando en una disminucién de la acumulacion de amonio y una reduccion significativa de la
tasa de produccién de lactato, fenotipo metabdlico que favorece un mayor crecimiento y produccion de
proteina recombinante.

El efecto alcanzado sobre el metabolismo energético celular como consecuencia de la sobreexpresién
del MPC, puede depender del grado de expresién de las subunidades del transportador.

El cultivo en lote alimentado mostrd ser una estrategia conveniente para el crecimiento y produccién de
las lineas celulares MPC recombinantes con un manegjo adecuado de las condiciones de alimentacién
para su uso industrial.

La sobreexpresion del MPC puede favorecer la galactosilacién de glicoproteinas recombinantes, sin
afectar significativamente la proporcion de otros grupos de glicanos que repercutan en la funcion de la

proteina recombinante expresada en este sistema.
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IX. PERSPECTIVAS

+ Evaluar el efecto de la sobrexpresion del MPC sobre |a distribucion de flujos metabdlicos de la via central
del carbono mediante Anélisis de Flujos Metabdlicos en las células MPC recombinantes, utilizando
espectrometria de masas y marcaje con C'2,

+ Desarrollar un analisis transcriptémico para evaluar principales genes diferencialmente expresados en el
fenotipo MPC recombinante, lo cual podria conducir al hallazgo de nuevas dianas metabdlicas a regular
para maximizar la eficiencia energetica y la productividad de estas células.

+ Combinar el efecto de la sobreexpresion del MPC con el silenciamiento mediante CRISPR-Cas, del
MCT1 (transportador de lactato), estrategia metabdlica que puede ejercer un importante efecto en el
desplazamiento del equilibrio de la enzima LDH hacia la conversion de lactato a piruvato y asi favorecer
su incorporacién a las vias oxidativas.

+ Desarrollar cinéticas de cultivo en biorreactor para evaluar el desempefio de las clonas MPC
recombinantes en condiciones de limitacién de oxigeno disuelto, y asi caracterizar la capacidad de este
fenotipo metabdlico para enfrentar el estrés hidrodindmico de las producciones a mayor escala.

+ Sobreexpresar MPC en una clona productora de una proteina recombinante de interés biotecnolégico
(Ej: un AcM).

+ Caracterizar el perfil de glicosilacién de hSEAP en clonas MPC recombinantes con diferentes niveles de

expresidon de MPC.
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ANEXOS

Anexo 1: Construcciones del vector pCHO 1.0 que fueron empleadas en la obtencion de las lineas

estables no clonales CHOmpc1mpc2, CHOmpc2mpe1 y CHO-EGFP.

CHO-mpclmpc2

Nrul [12,411)  Position 1

pPCHO-mpclmpc2
13756 pb

Avrll (5,765)
BstZ171(5,776)

CHO-EGFP

Nrul (12,411)  Position 1

pCHO-EGFP
13708 pb

Avrll (5,765)
BstZ171(5,776)

EcoRV (7,834)
Pacl (7,846)

CHO-mpc2mpcl

Nrul [12,411)  Position 1

pCHO-mpc2mpcl
13756 pb

Avrll (5,765)
BstZ171(5,776]

EF2/CMV: Promotor hibrido 1¢' casete de expresién
CMV/EF1: Promotor hibrido 29 casete de expresién
DHFR: Gen de la dihidrofolato reductasa

pac: Gen de resistencia a puromicina

aph: Gen de resistencia a kanamicina
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Anexo 2: Localizacién mitocondrial de MPC1 y MPC2 recombinantes en células CHOmpc2mpe1 por

inmunofluorescencia y microscopia confocal.

a) DAPI b) Mitotracker Deep Red c) Alexa Fluor 488 d) Sobreposiciéon
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Las imagenes representan la proyeccion de maxima intensidad de 16 Z-stacks de 0,49 Lim de espesor con un
aumento de 60X.
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Anexo 3: Construcciones utilizadas para la expresion transitoria de las proteinas modelo hSEAP y el AcM
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Nrul [12,411)  Position 1

EDE1 HC: Cadena Pesada
EDE1 LC: Cadena Ligera

EDE1 LC



Anexo 4: Oligonucleétidos disefiados para la amplificacién de secuencias de interés en la construcciéon

de los vectores utilizados.

Nombre Secuencia Tamafio

HindllI-hSEAP-Fwd CTT GAA AGC TTC GCC CAC CAT GCT GC 26pb

Xhol-hSEAP-Rev GCC GCT TCG AGC AGA CAT GAT ACCTCG AGACCAG 34pb

EcoRV-hSEAP-Fwd ATTTTG ATATCC CGC CAC CAT GCT G 31pb
Sall-hSEAP-Rev CCA AAG TCG ACG TAT CAT GTC TGC TCG AAG CGG 33pb
EcoRV-EGFP-Fwd ATT TTG ATATCG CCATGG TGA GCA AGG G 31pb
Sall-EFGP-Rev CCTTTC GTC GAC CGC TTT ACT TGT ACA GCC 30pb
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Anexo 5: Construccion de la Curva de Calibracion de PNP para la determinacion de la concentracion de

hSEAP mediante el ensayo de actividad enzimatica.

Absorbancia 405nm Valores graficados
Curva 1 Curva 2 Curva 3 Promedio Desviacion Ajuste con el Blanco PNP (mmol/L)
0.040 0.041 0.041 0.041 0.001 0.000 0.0000
0.045 0.046 0.047 0.046 0.001 0.005 0.0020
0.054 0.055 0.055 0.055 0.001 0.014 0.0039
0.072 0.075 0.075 0.074 0.002 0.033 0.0078
0.110 0.111 0.109 0.110 0.001 0.069 0.0156
0.189 0.187 0.186 0.187 0.002 0.147 0.0313
0.360 0.360 0.365 0.362 0.003 0.321 0.0625

Curva de Calibracion PNP
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0.00 0.10 0.20 0.30 0.40

Absorbancia 405nm
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Anexo 6: Construcciones de vectores a partir del plasmido comercial pMONO-Blasti, utilizados para la
expresion estable de hSEAP.

Sdal (6)

Pacl (1432), Prull (69)

Sdal (61

Apall 13106),

Pacl (M32), Prull 169)

Spel (243)
Notl (276} Notl (276}
Apall (3106}
ndTE (428)

SVA0 enh

HindIll (428)
Sacll (472) s acll (472)
FerH prom
\ \\
Pacl (2692) \\\ Pacl (2692) \ \‘\
Meel (2597) ‘.‘ \ Miel (2597) \
Hpal (2588) svspae PMONO-Blasti-hSEAP | | Hyal (2588) SVitighn PMONO-Blasti-EGFP
wEF1 SUTR [
Nhiel (2448). A995 ph / /
EcoRT 12442)

Blasti

4155 pb mEF1 SUTR
/ Nhel (3448)
Ks.unl (1049

/" y EcoRI (2442}
// hSEAP /\

Y

I,

/’ ST Sumal (1049,
/

; /<SDeI<IJ'Sr

EcoNI (1391)

A //\Spe] (1278)

EMT
Xmnul (2016

Asel

FMDV IRES

Xmnl (2016)

Ecod7II1 (1856) Xbal (1530)

Asel (1956)

Ecod 71T (1856) Xbal (1530
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Anexo 7: Comportamiento de la velocidad especifica de produccién (q,) durante las cinéticas de

produccién transitoria de hSEAP y el AcM (a, b) y de las concentraciones de glutamina y glutamato

durante la cinética de produccién transitoria de hSEAP (c).

a)  Velocidad especifica de produccién de hSEAP b)  Velocidad especifica de produccion del AcM
15 04
-~ 10 —_
% g 03
3 05 Ej
3 g 02
& 00 ©
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o 05 (=)
L )
210 2 o0
0 24 48 72 96 120 144
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tiempo (h) tiempo (h)
~-CHOmpclmpc2-SEAP  —#-CHOmpc2mpcl-SEAP  ~e-CHO-EGFP-SEAP ~#-CHOmpclmpe2-AcM  -@-CHO-EGFP-AcM
c) Concentracidn de Glutamina y Glutamato
- durante la produccion transitoria de hSEAP
2 10
E
0 8
z
I 6
3
O g
o
m
£ 2
E
m
50
Q 0 24 48 72 96 120 144
tiempo (h)

-B-CHO-EGFP-SEAP -@-CHOmpclmpc2-SEAP -#-CHOmpc2mpcl-SEAP

102



Anexo 8: Representaciéon esquematica de las estructuras de glicanos aisladas de muestras de hSEAP.

(Adaptado de Lipscomb et al., 2005)

Paucimanosas Hibridos Altos en Manosa
N2M N2FM N2M2 N2M3 N2FM3N M35
B
Complejos
A2 A2B A2FB A2GI1(1,3) 2BGI(1.6) A2FGI(1.3) A2FBGI(1,6) A2FBGI(1.3)
A2G2 A2BG2 A2FBG2 A3G3e A3FGIe A4G2 A4
iij i.%‘ 3
Sialilados
A4FG4 A2G282 A2FG282 A3G3S] A3G3S2 A3(G383 A4G484

€ Acido sialico
O Galactosa

B N-acetil glucosamina
® Manosa
P Fucosa
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