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. GLOSARIO

Velocidad de crecimiento especifica (h'l)
2-aminobenzamida

5-carboxil citosina

5-hidroximetil citosina

5-formil citosina

5-Aza-2’deoxicitocina

anticuerpo monoclonal

Acido desoxirribonucleico

Acido ribonucleico

Asparagina

Banco de células maestro

Banco de células de trabajo

Células de ovario de hamster chino (Chinese Hamster Ovary, por sus
siglas en inglés)

Dihidrofolato reductasa

ADN metil trasferasa

Fraccion cristalizable de un anticuerpo
Fucosa

Galactosa

N-acetil galactosamina

Glutamato deshidrogenasa

Glucosa

N-acetil glucosamina

Glutamina

Glutamato

Glutamina sintetasa

Cromatografia Liquida de Interaccion Hidrofilica
Inmunoglobulina G

Lactato

Lactato deshidrogenasa



Man Manosa

MDH Malato deshidrogenasa

MTX Metotrexato

MSX Metionina sulfoximina

NAD* Dinucledtido de nicotinamida y adenina oxidado
NADH  Dinucledtido de nicotinamida y adenina reducido

OST Oligo transferasa

q Productividad especifica (pmol*cel'*h?)
RE Reticulo endoplasmico

SAM S-adenosil metionina

Ser Serina

TDG Tiamina ADN glicosilasa

TET Diez-once translocacion (por sus siglas en inglés)
Thr Treonina
Y Rendimientos especificos (cel*pmol?), (pmol*cel?), (mmol*mmol?)

Xv Concentracion o densidad celular



Il. RESUMEN

Las células de ovario de hamster chino (CHO) son uno de los modelos de mamiferos
predilectos para la produccion de proteinas recombinantes ya que cumplen con
caracteristicas deseables, como una alta tasa de produccién y biocompatibilidad
con proteinas humanas. Sin embargo, aunque cuentan con los factores y la
maquinaria necesaria, existe una gran diversidad de fenotipos entre las lineas
celulares y las sub clonas generadas en el desarrollo de un proceso, por lo que se
requiere de una seleccion exhaustiva, laboriosa y tardada para obtener una linea
celular estable y productiva Esto resulta en mayores tiempos y costos de
produccion.

En el presente trabajo se evalué el papel de la metilacion sobre la
heterogeneidad de sub clonas de células CHO para determinar si ejerce un papel
critico en su fisiologia, asi como en la produccion y calidad de un anticuerpo
monoclonal (AcM) modelo. Primero se hizo una caracterizacion inicial de cuatro
subclonas para determinar sus parametros cinéticos y estequiométricos, tasas de
rendimiento y produccion de metabolitos, asi como la produccién y patron de N-
glicosilacion del AcM modelo.

Se observé que las cuatro sub clonas siguen el mismo metabolismo de
células inmortalizadas que se caracterizan por el efecto Warbug y por un cambio en
el metabolismo de lactato que pasa de su produccién a su consumo. Sin embargo,
se mostro que entre las cuatro subclonas existen diferencias significativas en cuanto
a su crecimiento, produccion de biomasa, rendimientos de fuentes de carbono y
sobre todo en la produccién del AcM modelo. Posteriormente, se seleccionaron dos
subclonas, la mayor y menor productora para observar el efecto del inhibidor de la
ADN metiltransferasa 1 (DNMT1), cuyo mecanismo de acciébn ocasiona una
hipometilacién aleatoria del ADN. Se observé una disminucion significativa en el
porcentaje de metilacién para ambas subclonas y un incremento significativo en la
produccion del AcM la menor sin alterar su patron de N-glicosilacion.

Como conclusion, este estudio mostr6 que una hipometilacion provoca
cambios en la fisiologia y metabolismo de sub clonas de células CHO
recombinantes, incrementando la produccion del AcM modelo. Estudios futuros

seran necesarios para explicar los resultados obtenidos, pudiendo estar relacionado



a un fendbmeno de silenciamiento, quizas del transgén del AcM modelo o bien, a

nivel de procesamiento y transporte de proteinas en la maquinaria celular.



I1l. Introduccién

3.1 — Las células CHO como sistema de expresion de
proteinas recombinantes

Las células de ovario de hamster chino (CHO, por siglas en inglés) constituyen la
base del sistema de expresion mas comudn para la produccion de proteinas
recombinantes en la industria farmacéutica (Kuo et al., 2018). Esto se debe a que
cumplen con caracteristicas deseables como: ser faciles de cultivar, ya sea en
suspensiéon o adherencia (Xu et al., 2011), con tolerancia a variaciones externas
(Mascarenhas et al., 2016), un alto rendimiento en la produccion (Kuo et al., 2018),
ademas de ser capaces de secretar el producto de interés al medio con
modificaciones postraduccionales similares a las humanas, (Wong et al., 2010;
Wurn, 2004; Butler, 2005); caracteristica fundamental para fabricar productos
terapéuticos o profilacticos de uso humano (Browne & Al-Rubeai, 2007).

Sin embargo, existe una gran diversidad de fenotipos y genotipos entre las
lineas celulares y las sub clonas (Davies et al., 2012) generadas durante el proceso
de clonacién de la proteina recombinante. Desde el punto de vista practico, esta
variacion clonal se puede explotar para aislar lineas celulares con caracteristicas
deseables, entendiéndose como los requisitos a cumplir para considerarse aptas
para fines de produccion; por ejemplo, la capacidad de proliferar en entornos
artificiales (Barnes et al., 2006), lograr altas tasas de crecimiento y sintetizar
eficientemente y con alta calidad el producto de interés (Davies et al, 2012). A pesar
de esto, también puede dar lugar a un comportamiento impredecible como la
pérdida de productividad y contribuir a la variacion indeseada en atributos
funcionales, como patrones de glicosilacion (van berkel et al, 2009) y velocidad de
crecimiento (Barnes et al, 2006). Las acciones para contender con las
consecuencias de esta variacion genética-funcional y su aparicion durante el
desarrollo de una linea celular, puede elevar los costos de produccion, el tiempo y
la mano de obra (Davies et al, 2012).

Esta variacion no se limita a lineas celulares genéticamente modificadas,

pues se ha observado tanto en células transfectadas como en las lineas celulares
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parentales, incluso después de multiples rondas de clonacién. Esto indica que la
variabilidad celular es una caracteristica inherente y no surge solamente como
resultado de la carga metabdlica impuesta por la expresion heteréloga (Browne &
Al-Rubeali, 2007).

3.2 — Heterogeneidad de las células CHO

En un estudio multiomico realizado por Laskshmanan et al. (2019) entre
multiples lineas parentales de células CHO, se observo variaciones en la tasa de
crecimiento especifica, rendimiento de nutrientes en células y producto, patrones de
glicosilacion de proteinas y cambio en la expresion de proteinas y enzimas criticas
de vias metabdlicas. Tal variacion probablemente se deba a la inestabilidad
cromosOmica de las células CHO (Wunr & Hacker, 2011) como: variantes de
secuencia, inserciones, deleciones, inversiones y mutaciones puntuales, asi como
reordenamientos cromosomicos con pérdida, duplicacibn de cromosomas
completos, pérdida de copias de genes y polimorfismos de un solo nucleétido
(Vcelar et al.,, 2017; Yoshikawa et al., 2000; Cartwright et al.,, 2016). La
heterogeneidad celular también puede deberse a eventos epigenéticos
responsables del patron de expresion de las células, como la metilacion del ADN
y/o de las histonas. En conjunto, todo lo anterior determina la respuesta celular en
cuanto a crecimiento, metabolismo, produccion y calidad de la proteina de interés;
afectando atributos del producto deseado estabilidad, solubilidad, farmacodinamica
y farmacocinética (Sissolak et al., 2019).

Para dilucidar la diferencia entre dos clonas de células CHO con alta y baja
productividad, Chen et al. (2019) realizaron un estudio transcriptbmico donde
determinaron que mas de 600 genes se expresan de forma diferencial, observando
la mayor expresion en genes involucrados en la organizacion de los cromosomas,
en los arreglos de cromatina, procesamiento del ARN y en el transporte de
proteinas. Sin embargo, en ningln momento se preguntan si esta diferencia en el
transcriptoma se debe a una marca epigenética global que repercuta en un mayor
0 menor silenciamiento de estos genes claves para la produccion de la proteina de

interés. En cambio, analizaron Unicamente el grado de metilaciéon del promotor del
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transgén para las clonas con alta y baja productividad (Fig. 1A), donde no
encontraron una diferencia significativa en el porcentaje de citocinas metiladas.
Interesantemente, el nivel del ARN mensajero del transgén es mayor para la clona
altamente productora (Fig. 1B), a pesar de que ambas clonas presentan el mismo
namero de copias del transgén (Fig. 1C). Estos resultados indican que la respuesta
celular depende en gran medida de la regulacién de muchos genes que contribuyen
a su alta o baja productividad y a la fina combinacion de sus niveles de expresion,
dado por uno o varios elementos epigenéticos.
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Figura 1. Diferencias entre clonas de células CHO con alta y baja productividad.
A) Regidn promotora del transgén. Los circulos blancos corresponden a citosinas libres
y los circulos negros a citocinas metiladas. Cada linea horizontal de circulos
corresponde a una célula distinta, para un total de 10 repeticiones. No hubo diferencia
significativa en cuanto al porcentaje de citosinas metiladas. B) Nivel de expresién del
ARNmM del transgén. C) Numero de copias del transgén en el genoma. Modificado de
Chen et al, 2019.

3.3 — Epigenética y metilacion del ADN en células CHO

La epigenética describe los mecanismos mediante los cuales la expresion de genes
esta controlada a través de modificaciones covalentes sobre el ADN, ARN, ARN
pequefios y largos no codificantes o histonas sin alterar el codigo genético (Gibney
& Nolan, 2010). Estas controlan indirectamente la expresion, al permitir la union de

factores de transcripcion a la regiéon promotora de los genes (Amini et al., 2019), a
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regiones potenciadoras rio arriba (Gibney y Nolan, 2010; Wipperman & Noll, 2017),
y también mediante ARN pequefios no codificantes que impiden la traduccion del
ARN mensajero (Wahid et al., 2010).

Dentro de todas las marcas epigenéticas, la metilacion del ADN en
dinucledtidos CpG es uno de los factores mas importantes en la regulacion de la
expresion (Weinguny et al., 2020). Aqui, las ADN metiltransferasas (DNMT) son las
enzimas encargadas de adicionar un grupo metilo al carbono 5 de la citocina, cuya
presencia, produce un cambio conformacional en la doble cadena del ADN que
actia como una sefal especifica para otras moléculas que intervienen en la
regulacion, o bien, impiden la unién de factores de transcripcién (Amini et al., 2019).
En células de mamifero se han identificado tres enzimas diferentes que llevan a
cabo esta reaccion y se han clasificado en dos grupos: las DNMT1 o de
mantenimiento que actian durante la fase S del ciclo celular y las DNMT3A vy
DNMT3B o de novo durante el establecimiento de patrones de metilaciéon del ADN
especificos para cada tipo de célula germinal o somatica durante el desarrollo
(Sharif & Koseki, 2018; Wippermann et al., 2015; Schneider, et al., 2013; Attwood
et al., 2002).

Los primeros estudios de metilacién del ADN en células CHO se centraron
en la metilacibn de genes y promotores recombinantes, demostrando una
correlacién entre el estado de metilacién del ADN y la expresion o estabilidad de la
produccion de genes recombinantes (Wipperman & Noll, 2017). Ademas, se ha
observado que el patrén de metilacion del ADN en células CHO, cambia durante la
adaptacién a nuevas condiciones de cultivo o cuando la linea celular se esta
seleccionando con base en caracteristicas deseables, pero una vez establecido
este patron de metilacién sobre el ADN después de multiples rondas de seleccion,
permanece relativamente constante con el paso generacional. Esto demuestra que
la metilacion del ADN actiua como una herencia estable a largo plazo a diferencia
de otras marcas epigenéticas como en las histonas, cuyo cambio es rapido y
reversible ante las condiciones ambientales del momento (Weinguny et al., 2020;
Feichtinger et al., 2016 Hernandez et al., 2019).

En 2017 Wipperman y colaboradores realizaron el andlisis de regiones

metiladas diferencialmente de islas CpG de regiones promotoras en el ADN y
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mostraron que varios genes se vieron afectados 24 horas después de la adicion de
butirato, un compuesto conocido por mejorar la productividad celular especifica en
células CHO y que conduce a alteraciones de los eventos de silenciamiento
epigenético (Wipperman et al., 2013). Esto es resultado de una hiper-acetilacion de
las histonas al inhibir la enzima histona desacetilasa (HDAC por sus siglas en
inglés), jugando un papel crucial en el rearreglo de la cromatina y de la actividad
transcripcional de la célula (Cuisset et al., 1997). Los genes que se encontraron
asociados con islas CpG metiladas diferencialmente fueron algunos que participan
en la biosintesis de proteinas, muerte celular, metabolismo del ADN, transcripcion,
procesos de desarrollo, metabolismo de fosfato, sefializacién y transporte, ademas
de marcas de metilacion en sitios de unién a factores de transcripcion especificos.
(Wipperman et al., 2017). A pesar de que la desacetilacion de histonas es llevada a
cabo por enzimas diferentes a las DNMT, se ha observado que la metilacion del
ADN da como resultado el reclutamiento de histonas (HDAC) a las regiones
promotoras, reprimiendo asi la expresion de genes (Sarkar et al., 2011).

Weinguny et al. (2020) se preguntaron cémo el cambio en el perfil de
metilacion del ADN podria afectar la productividad de 3 clonas de células CHO. Para
ello emplearon ARN de interferencia para inhibir a la DNMT1, bajo el supuesto que
una hipometilacion del genoma, cambiaria el patron de expresion de la célula y, en
consecuencia, diversificaria la poblacién celular con respecto a su productividad

debido a la expresiéon de genes antes silenciados por metilacion (Fig. 2).
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Figura 2. Cambio en el patron de expresion ante cambios aleatorios en el patron de
metilacion de células CHO. (a) Poblacion productora antes de inducir cambios en el patrén de
metilacion del ADN. El primer cuadro ampliado muestra un ejemplo de la expresion hipotética
de genes. El cuadro ampliado de lado derecho indica el caso donde un gen X se encuentra
silenciado por metilacion en su regién promotora, mientras que el gen Y estd activo. (b)
Poblacion productora después de un cambio en el patrén de metilacion del ADN muestra un
mayor nimero de células atipicas con mayor productividad situadas a la derecha de la poblacién
principal y también bajas productoras a la izquierda. El primer cuadro ampliado muestra una
mayor produccién del producto recombinante debido al cambio en su patrén de metilacion.
Modificado de Weinguny y colaboradores, 2020.

Weinguny et al. (2020) trabajaron con tres clonas de células CHO: dos de

ellas, HyEpo A e HyEpo B, fueron disefias para producir una proteina fusionada con

eritropoyetina humana, mientras que la tercera, HyHer, era una clona comercial

productora de un AcM modelo. En la Fig. 3 se muestra el efecto del silenciamiento

de la DNMT1 en la productividad de las tres clonas. Interesantemente, hubo un

incremento en la expresién del transgén, pero en términos de su productividad

especifica, Unicamente hubo un incremento significativo en las clonas HyEpo A e

HyEpo B. Discuten los autores que esto se debe a que HyHer ya era una clona

establecida como alta productora, después de multiples rondas de seleccion. Como

consecuencia ya estaba adaptaba con una transcripcion eficiente del gen de intereés,

asi como un patrén de expresion favorable a diferencia de HyEpo A e HyEpo B, que
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se encontraban en una etapa temprana del proceso donde su transcriptoma estaba

lejos de ser el mas eficiente para la produccion.
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Figura 3. Efecto de la inhibicion de la DNMT en la productividad de clonas de
células CHO. A) Disminucién de la expresion de la DNMTL1 en las clonas estudiadas
B) Aumento del ARN mensajero para las clonas HyEpoA e HyEpoB C) Aumento del
ARN mensajero de la clona HyHer. D) Cambio en la productividad especifica.
Modificado de Weinguny et al., 2020.

Estos hallazgos sugieren que la metilacion del ADN juega un papel
previamente subestimado, pero realmente importante en la definicion del
comportamiento celular de las clonas de produccién. Ademas, detonan la pregunta
de como la metilacién podria impactar la heterogeneidad celular en cuanto al
metabolismo y calidad del producto de interés, variables poco estudiadas en la

literatura.

3.4 — Mecanismos de metilacion y desmetilacion del ADN

Los factores clave que controlan e interpretan la metilacion y desmetilacion del ADN
son los llamados lectores epigenéticos, los cuales comprenden un conjunto de

familias de enzimas diferentes, como las metiltransferasas de ADN (DNMTL1,
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DNMT3A y DNMT3B) y una proteina relacionada sin actividad catalitica (DNMT3L).
El mecanismo de accion de las DNMT consiste en posicionar su sitio activo en la
citosina de la doble hélice. Ahi se forma un enlace covalente, lo que aumenta la
carga negativa en el &omo C5 y conduce a la adicién de un grupo metilo de la
molécula donante de S adenosil metionina (SAM) (Wipperman & Noll, 2017). Por
otro lado, estas marcas de metilacion del ADN se pueden eliminar mediante otra
familia de enzimas llamadas translocacién-diez-once (TET, por sus siglas en inglés)
metilcitosina dioxigenasas que tienen la funcién de modificar la 5-metilcitosina
mediante su oxidacién a 5 hidroximetilcitosina (5hmC) y luego a 5 formil citosina
(5fC) y 5 carboxil citosina (5caC) (Figura 4). La restauracion de la citosina no
metilada se basa entonces en la accion de la timina ADN glicosilasa (TDG) que es
capaz de escindir el carboxilo de las bases 5fC y 5caC (Wipperman & Noll, 2017).

Citosina shmC 5caC

NH2

C o m - mff“f“ 1=

Via de reparacion de la escision de la base,
mediada por TDG

Figura 4. Modificacion y restauracion de citosina mediante
DNMTS, TET y TDG. Modificado de Wipperman & Noll, 2017.
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V. MARCO TEORICO

4.1 — Métodos de seleccion para lineas celulares de
mamiferos y su impacto en la heterogeneidad.

La seleccion de lineas celulares de mamiferos de alta produccion representa uno
de los puntos medulares, pero también el cuello de botella en el desarrollo de
procesos para la produccion de biofarmacéuticos. Los métodos tradicionales
requieren mucho tiempo y estan significativamente limitados por la cantidad de
clonas que pueden seleccionarse (Browne & Al-Rubeai, 2007).

Actualmente el desarrollo de lineas celulares utilizadas por la mayoria de las
comparfias biofarmacéuticas, se basan en la tecnologia de amplificacion por
metotrexato (MTX) (Chusainow et al., 2008) o en el sistema de glutamina sintetasa
(GS) (Noh et al., 2018). Ambos sistemas utilizan un farmaco especifico para inhibir
una enzima esencial para el metabolismo de la célula: el MTX inhibe a la
dihidrofolato reductasa (DHFR) y la metionina sulfoximina (MSX) inhibe a la GS
(Chusainow et al., 2008; Lai et al., 2013; Noh et al., 2018;). La DHFR convierte el
dihidrofolato en tetrahidrofolato, una lanzadera de grupo metilo requerida para la
sintesis de novo de purinas, acido timidilico y ciertos aminoacidos. Por otra parte la
GS cataliza la ligadura dependiente de ATP de amoniaco y glutamato a glutamina.

Después de la transfeccion con vectores de expresién que contienen los
casetes para la proteina recombinante y los genes marcadores de seleccion, las
células se cultivan en presencia del farmaco de seleccion (MTX o MSX),
aumentando gradualmente su concentracion para aumentar la presion selectiva y
por ende la productividad de proteina recombinante (Lai et al., 2013). En el proceso
de clonacién se utilizan métodos como la dilucion limitante (Figura 5), para
garantizar el aislamiento de células individuales con altas tasas de produccion.

En 2010 Yang et al. realizaron un estudio sobre cuatro clonas productoras de
un anticuerpo monoclonal sujetas a distintas condiciones de cultivo y, determinaron
cuales condiciones como estas afectan el grado de metilacién del genoma v,
ademas, como repercuten en la cantidad de proteina recombinante medida en

picogramos por célula por dia. Encontraron que como estas clonas, tedricamente
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iguales, estaban sujetas a variaciones genéticas que a su vez repercutian en su

fisiologia y en el nivel de produccién de la proteina heterdloga.

Vector de
expresion = Célulg hospedera

L7000
OO0

Expansion y evaluacion

de clonas
seleccionadas
Seleccion l m N

=

S
Repeticién con
aumento en la
concentracion
de farmaco de Evaluaciones posteriores

seleccion o
S—
iLL |
o » Banco celular |
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Figura 5. Proceso tipico para desarrollar una linea celular para la fabricacion
de proteinas recombinantes. Las clonas celulares con una alta concentracion de
proteina recombinante se eligen para expansiones progresivas antes del
almacenamiento criogénico y otras evaluaciones, como la estabilidad de la
produccion y la calidad de proteina recombinante. Modificado de Lai et al, 2013.

Para mejorar la productividad de proteina recombinante, entre otros
esfuerzos se han optimizados las condiciones de cultivo, desarrollado medios de
cultivo y sistemas de expresion, modificado genéticamente las células productoras
y amplificado genes diana en sitios especificos en el genoma mediante CRISPR-
Cas (Dovgan et al., 2021; Dangi et al., 2018; Kawabe et al., 2011) o con elementos
reguladores como “insulators” que mejoran la produccion de la proteina de interés
(Naderi et al., 2018) Sin embargo, se sabe )relativamente poco sobre la influencia
de la heterogeneidad genética heredada en los rasgos fenotipicos y el potencial de
produccion desde el punto de vista del bioprocesamiento.

Vishwanathan y colaboradores (2014) demostraron que durante la

amplificacion del gen de interés y seleccion de la linea celular productiva se busca
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no solo aumentar las copias del gen de interés en el genoma sino también mejorar
el manejo energético incrementado debido al aumento en la produccién de la
proteina heterdloga.

El ajuste preciso de diferentes parametros en el desarrollo de una linea
celular, como el medio utilizado durante la clonacion, las condiciones de cultivo, el
agente de seleccion u otras herramientas de seleccidn utilizadas tiene un impacto
en las clonas que se generan. Estos factores pueden contribuir a la alta diversidad
en el comportamiento de las clonas que se observa incluso entre la misma poblacion
o entre las subclonas derivadas (Weinguny et al., 2020).

Ademas, un problema fundamental que existe en esta y todas las posibles
técnicas de clonacién y seleccion, es el error metodolégico de aislar una Unica célula
para su amplificacién. Esto significa que una poblacién clonal te6ricamente idéntica
puede, por error, provenir de mas de una célula siendo un factor importante en
aumentar la heterogeneidad. De ahi la importancia del uso correcto y mejoramiento

de estas técnicas (Lai et al., 2013).

4.2 — Metabolismo de células CHO

Los estudios de Wahrheit y colaboradores (2014) proponen que existen tres
estadios metabdlicos segun la fase de crecimiento en la que se encuentran las
células:

1. La fase de crecimiento exponencial es donde existe un metabolismo de
desperdicio con exceso de glicdlisis y glutamindlisis, que resulta en la produccién
de grandes cantidades de lactato y amonio excretado y un transporte variable de
piruvato hacia el interior de la mitocondria. El ciclo de Krebs es entonces alimentado
por el a-cetoglutarato, producto de las enzimas citosélicas glutamato
deshidrogenasa (GLDH) y la glutaminasa (Glnase), a partir de la glutamina
(Wahrheit et al., 2014). En este punto, la glutamina también puede ser metabolizada
a malato, que es transportado al exterior de la mitocondria donde la enzima malica
lo utiliza para formar piruvato. Es por esta razon que durante las primeras etapas

del cultivo hay un consumo elevado de la glutamina.
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2. La segunda fase o de metabolismo balanceado ocurre cuando el flujo
glicolitico iguala al flujo del ciclo TCA y las células, luego de haber consumido la
mayor parte de la glucosa y glutamina disponible, utilizan como sustratos a la
glucosa restante y el lactato producido, formando piruvato (Wahrheit et al. 2014).

3. Lafase de mantenimiento, donde se consumen el lactato y la alanina antes
producidos. En las dos ultimas fases, el flujo metabdlico del ciclo TCA se mantiene
igual y solo disminuye el flujo glicolitico debido a la limitacién de glucosa (Wahrheit
et al. 2014).

4.3 — Proteinas recombinantes

Desde 2002 ha habido mas de 300 aprobaciones biofarmacéuticas de la FDA
(Administracion de drogas y comida, por sus siglas en inglés) (Tihanyi & Nytray,
2021). El mercado de productos biofarmacéuticos se valoré en 2018 en 214, 000
millones de euros, lo que refleja principalmente la fabricacion de proteinas
farmacéuticas recombinantes, como anticuerpos y vacunas (Huebbers, & Buyel,
2021). Con la creciente demanda de productos bioterapéuticos en el mercado, el
tiempo y los gastos se estan convirtiendo en factores importantes en el proceso de
fabricacion.

La terapia basada en proteinas terapéuticas ha cambiado la faz de la
medicina moderna en las ultimas décadas, y continGa proporcionando terapias
innovadoras y efectivas para numerosas enfermedades previamente refractarias
(Wurn, 2004). Estas proteinas generalmente se sintetizan mediante el cultivo a gran
escala de células genéticamente modificadas, que albergan genes transfrectados
gue codifican para la proteina de interés. Es de suma importancia considerar
diferentes factores que van a determinar si la proteina es efectiva o no, por ejemplo:
el plegamiento adecuado y las modificaciones postraduccionales como la
glicosilacion (Wingfield, 2015). Sin embargo, las demandas del mercado altamente
competitivo cada vez mayor aun requieren que las células sean mas altamente
productivas y que se cultiven en biorreactores a densidades celulares mas altos bajo

rigurosos esquemas de optimizacion (Kim et al., 2011).
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4.3.1 — Glicosilacion

La glicosilacion es el proceso enzimatico caracteristico para cada tipo de célula y
tejido que consiste en la adicion secuencial y organizada de carbohidratos a
secuencias consenso de las proteinas, lipidos y ARN mediante enlaces covalentes
(Clausen et al., 2017). La glicosilacion est4 presente desde bacterias hasta
organismos superiores (Schwarz & Aebi, 2011). Estas uniones covalentes del
carbohidrato en aminoacidos especificos de la proteina determinan el tipo de
glicosilacion, que, entre otras, puede ser N-glicosilacion cuando el oligosacéarido
esta unido a una asparagina en una secuencia consenso. Tipicamente los N-
glicanos son mas grandes que los O-glicanos, que se unen a través de una serina,
treonina o hidroxilisina (Goh & Ng, 2017). Dada la localizacién de los carbohidratos
en la superficie de las proteinas, no es de sorprender que tengan un efecto
significativo en las propiedades fisicoquimicas, como estabilidad y solubilidad y en
las propiedades biologicas del producto de interés, como es el caso de la

inmunogenicidad y respuesta efectora de los anticuerpos (Arnold et al. 2007).
4.3.2 — N-glicosilacion

La glicosilacibn de proteinas ligada a asparagina es una modificacion
postraduccional fundamental y extensa, que se presenta en los tres dominios de la
vida (Nothaft & Szymanski, 2013; Jarrell et al, 2014; Dell et al., 2010), e involucra
una gran variedad de enzimas citoplasmaticas y transmembranales presentes a lo
largo de la via secretora del reticulo endoplasmico (RE) y el aparato de Golgi (AG)
(Hidalgo, 2010).

La N-glicosilacion inicia con el ensamblaje secuencial de azucares (Figura
6), en la cara citoplasmatica del RE, donados por nucle6tidos activadores para la
sintesis de un N-oligosacarido precursor unido a dolicol fosfato (MansGlcNac2-P-P-
dol). Una vez ensamblado, una flipasa se encarga de internalizar el precursor hacia
el lumen del RE (Dell et al., 2010). Posteriormente el N-oligosacérido se transfiere
en bloque a la proteina aceptora naciente en un paso catalizado por la enzima

oligotransferasa (OST) a un residuo de Asn dentro la secuencia Asn-Xaa-Ser/Thr,
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donde Xaa puede ser cualquier aminoacido excepto prolina (Schwarsz & Aebi,
2011). Inmediatamente después es procesado por glucosidasas y manosidasas
hasta producir un glicano con alto contenido de manosa (MansNaGlz2) que sera
exportado hasta AG para posteriores ramificaciones con azucares como: N-

acetilglucosamina, galactosa, fucosa y acido sialico (Hidalgo, 2010).
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Figura 6. Biosintesis resumida de glicanos de proteinas secretadas en células de humano. La
N-glicosilacién se inicia con la sintesis de un glicano precursor Glc3Man9GIcNa2-PP-dol que luego
se une a los residuos de asparagina de proteinas nacientes como parte de una modificacion
postraduccional. Luego las proteinas propiamente plegadas se trafican al aparato de Golgi donde
una serie de enzimas procesan el glicano para formar una poblacion heterogénea de glicoproteinas.
Modificado de Goh & Ng, 2017.
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4.3.3 — Estructura y glicosilacion de inmunoglobulinas humanas

Los anticuerpos o inmunoglobulinas son glicoconjugados expresados en
todos los mamiferos y se han distinguido cinco clases, IgG, IgA, IgM, IgD e IgE, las
cuales difieren en cuanto a tamafio, aminoacidos y composicion de carbohidratos
en la cadena pesada. En particular, los 1gG, contienen dos cadenas pesadas
aproximadamente de 50 kDa cada una y dos cadenas ligeras de aproximadamente
25 kDa, las cuales se pliegan en tres dominios, dos fragmentos Fab (fragmento de
union) y un fragmento Fc (fragmento cristalizable) (Schroeder & Cavacini, 2010).
Presentan un sitio muy conservado de N-glicosilacién en la asparagina 297 (Asn-
297) en el dominio Fc, especificamente en el dominio dos de la region constante de
la cadena pesada (CH2) (Fig. 7A). Al agrupar a los glicanos mas abundantes
presentes IgG de acuerdo con el numero de galactosas terminales, se puede
identificar tres tipos de estructuras mayoritarias: sin galactosa terminal (GO), con

una (G1) o con dos galatactosas terminales (G2) (Fig. 7B) (Zaiiga, 2017).

A) B)
# Acido sialico
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M GicNac (abundancia<10% )
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GO G1 G2 G2S

Figura 7. Estructura de las inmunoglobulinas tipo 1gG y de su N-oligosacarido. A) Cadenas
pesadas sefialadas en azul y cadenas ligeras en verde. Fab: Fraccién de unién a un antigeno, Fc:
Fraccion cristalizable. Se indica la posicion de la Asn297 en la CH2 de la region Fc donde se
da la unién al N-glicano. B) N-glicanos caracteristicos de los AcM humanos. (Modificado de
Zuiiioa. 2017 v Raiu. 2008).
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La glicosilacion juego un papel importante para la citotoxicidad dependiente
del complemento (CDC) y la citotoxicidad mediada por células dependiente de
anticuerpos (ADCC, por sus siglas en inglés) mediante la modulacién de la unién al
receptor Fcy (Zheng et al.,, 2011). Se ha observado que la fucosilacion, la
galactosilacion terminal y la presencia de acido sialico pueden impactar en la unién
de FcyRllla, en la ADCC, en la unién de C1qy de FcRn asi como en su estabilidad
térmica y propension a agregarse (Wada et al., 2018).

Por otro lado, los AcM desglicosilados exhiben menos estabilidad térmica
para el dominio CH2 y menos resistencia al despliegue inducido por el cloruro de
guanidino, un acido débil capaz de provoca que las proteinas pierdan su estructura
ordenada. Ademas de esto, la pérdida del oligosacarido en los AcM hace que sean
mas susceptibles a la edicion proteolitica por papaina y mayores tasas de
agregacion (Zheng et al., 2011).

Los AcM tienen diversas aplicaciones en distintas areas como son la
investigacion biomédica, diagndstico, catalisis, produccion de biosensores y
particularmente en terapia en la que han revolucionado el tratamiento de muchas
enfermedades (NRC, 1999; Tabll, 2015; Sharma et al, 2016; Singh et al., 2017). Los
AcM se pueden manipular para conferirles propiedades efectoras y de
reconocimiento diferentes a las originales, aumentando su eficiencia y minimizando
su inmunogenicidad (Hidalgo, 2010). Por ello no resulta extrafio que en 2016 las
ventas de estos productos (sin contar las vacunas) alcanzaron $163 mil millones de
ddlares, un aumento del 5.8% desde 2015. El informe “Global Protein Therapeutics
Marker Outlook 2020” estima que este mercado puede alcanzar los $208 mil

millones de doélares para fines de ese afio (Kesik-Brodacka, 2017).
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V. Justificaciéon

La alta demanda de proteinas terapéuticas como los AcM, eleva la necesidad de
optimizar la produccion de lineas recombinantes de células CHO que,
frecuentemente, requiere tiempo y un alto costo debido a la heterogeneidad
poblacional. Entender las causas de esta diversidad, como por ejemplo la metilacién
del ADN, puede ser util para encontrar los factores claves que favorezcan la
produccion y de esta forma, hacer mas eficiente el disefio y seleccion de lineas

celulares estables y productoras.

V1. Hipotesis

La hipometilacién aleatoria en el ADN provoca cambios en la fisiologia y
metabolismo de subclonas de células CHO recombinantes, contribuyendo a su
heterogeneidad e incrementando la produccion del anticuerpo monoclonal sin

alterar su calidad.

VIl. Objetivos
7.1 — Objetivo general

Determinar la heterogeneidad en el comportamiento cinético y metabdlico, asi como
la produccion y calidad de un anticuerpo monoclonal recombinante modelo
secretado por cuatro sub clonas de células CHO, y evaluar si tal heterogeneidad

esta relacionada al nivel de metilacion de su ADN.

7.2 — Objetivos especificos

1. Determinar los parametros cinéticos y estequiométricos de cuatro subclonas
de células CHO, seleccionadas de un mismo proceso de transfeccion, para
caracterizar cuantitativamente su crecimiento y consumo y produccion de

metabolitos.
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2. Caracterizar la cinética de produccion de un AcM modelo y determinar su
patrén de N-glicosilacion para cada una de las cuatro subclonas de células
CHO seleccionadas.

3. Seleccionar dos subclonas de mayor interés para determinar el grado de
metilacion de sus genomas, tanto antes como después de someterlas a un
tratamiento enzimatico de hipometilacion aleatoria del ADN.

4. Determinar el efecto de la hipometilacién aleatoria del genoma de dos
subclonas de células CHO seleccionadas sobre sus caracteristicas cinéticas

y metabdlicas, asi como las de produccion y calidad del AcM secretado.
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VIIl. Materiales y métodos

8.1 — Estrategia general

Se seleccionaron cuatro sub clonas de células CHO generadas en un mismo evento
de transfeccion para la produccion de un AcM recombinante de una tecnologia
desarrollada en nuestro grupo de investigacion y transferida a laboratorios Liomont
S.A. de C.V. Inicialmente, las cuatro subclonas fueron exhaustivamente
caracterizadas en términos de su cinéticas de crecimiento, consumo de nutrientes
y produccion de desechos metabdlicos, asi como la produccion y patron de N-
glicosilacion del AcM secretado. A partir de esta informacidén se seleccionaron las
dos subclonas que mayores diferencias presentaban entre si en cuanto a la
produccion del AcM. Posteriormente, con la finalidad de determinar si la metilacion
ejerce un papel importante en las diferencias de las subclonas seleccionadas, éstas
se cultivaron en presencia de un inhibidor de la DNMT que provoca una
hipometilacién aleatoria en el ADN. Se determiné el efecto de este inhibidor sobre

los parametros medidos con anterioridad.

8.2 — Estrategia particular

8.2.1 — Historia de las sub clonas

Las cuatro subclonas estudiadas en este trabajo, llamadas para fines practicos y
por confidencialidad como: A, B, C y D, fueron proporcionadas por los laboratorios
Liomont SA de CV a partir de una célula CHO parental disefiadas para la produccion
de IgG1 humano (Figura 8). En trabajos previos en nuestro laboratorio se determiné
gue estas eran las mejores clonas en términos de productividad y calidad en relacién

con el AcM modelo.
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Figura 8. Historia celular de las clonas estudiadas. Proporcionadas por los
Laboratorios Liomont SA de CV.

8.2.2 — Cultivo y mantenimiento celular

Las células se cultivaron en matraces de 125 mL en 30 mL de medio Cellvento™
suplementado con 6 mM de L-glutamina en una incubadora humidificada a agitacion
constante (130 rpm), a 37°C y 5% de COo.. Las células se contaron cada 48 a 72 h
y se realizé el subcultivo segun fue necesario para que la concentracion inicial
celular fuera 0.5 x 10%cel / mL.

Para subcultivar las células, se utilizé la siguiente formula para determinar el
volumen de in6culo y el volumen de medio fresco durante el subcultivo.

() (Vo)
A ®
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donde Vc es el volumen de in6culo, Xd es la concentracion deseada de células. Vo

es el volumen final y Xo es la concentracion de células viables.

Vm=Vo—-Vc (2)

donde Vm es el volumen de medio fresco a afadir.

8.2.3 — Bancos celulares

Las clonas A, B, Cy D fueron descongeladas a partir de bancos de células maestros
(BCM) preexistentes en el laboratorio, cada uno en diferente nUmero de pase. Para
cada una de las subclonas se hizo un banco de trabajo independiente en el pase
namero 10 y todas las mediciones subsecuentes se realizaron en el pase nimero
13. En la Tabla 1 se muestran las caracteristicas de cada uno de los bancos

preexistentes.

Tabla 1. Bancos de células maestros. Caracteristicas de los bancos celulares
de los que se partio.

Clona NuUmero de Células
pase totales por vial
A 8 1X107
B 6 1X107
C 10 1X107
D 3 1X107

8.2.4 — Criopreservacion y descongelamiento

La criopreservacion es un proceso que permite conservar un cultivo durante un
tiempo prolongado al detener efectivamente el metabolismo celular mediante la

disminucién de su temperatura a — 196°C en atmdosfera de nitrégeno liquido.
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Para establecer un banco de células de trabajo (BCT) eficaz con una alta
recuperacion de células viables, las células se expandieron hasta fase de
crecimiento logaritmico al momento de su criopreservacion. Para calcular el nimero
de células necesarias (mL) considerando 1x107 cel / mL de suspension celular por
criovial se uso la siguiente férmula:

N (1 107 Cel) Vt (mL) 3)
c=(1x10"—|x Vt (m

mL

donde Nc es el nimero de células y Vt es el volumen total del medio de
criopreservacion considerando 1 ml por vial a preparar. Para calcular el volumen de

células (mL) se uso la siguiente formula:
Ve = —
Xo (4)
donde Vc es el volumen de células.

El volumen requerido de células se centrifugd a temperatura ambiente a 800
rpm durante 5 min. Se retiré el exceso de medio acondicionado en un tubo estéril y
se guardd en un recipiente con hielo. Simultineamente se prepar6 el medio de
congelacion tomando el volumen total, mezclando 45% de medio acondicionado,
45% de medio fresco y 10% de DMSO.

Se resuspendiod lenta y completamente el sedimento celular en el medio de
congelacion preparado. Rapidamente se alicuotaron en crioviales preparados (1 mL
por vial) que fueron guardados durante al menos 24 h a -80 °C antes de pasarse a
nitrégeno liquido.

La descongelacion se realiz6 rapidamente (aprox. en 2 min) colocando los
viales que contienen la suspension celular congelada en un bafio de agua a 37°C.
Es importante desinfectar el vial con etanol al 70% antes de abrirlo. Se prepararon
20 mL de medio suplementado con 6 mM de L-glutamina en un matraz de 250 mL
en condiciones estériles. Con una pipeta estéril de 1 mL, se transfiri6 suavemente

la suspensidén celular al matraz y se incubaron las células por al menos 15 minutos
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en una incubadora humidificada a 37°C y 5% de CO:2 antes de determinar su

concentracion y viabilidad celular.

8.2.5 — Determinacidn de la concentracion celular empleando el contador
de particulas Coulter Counter™

Se determiné la concentraciéon celular mediante un contador Coulter Counter™
acorde al trabajo de Bulté et al., 2020. Brevemente se prepar6 una dilucion de 1:10
de muestra en solucion isotdnica para cultivos descongelados o durante las
primeras 24 h de cultivo. Para cultivos incubados durante mas de 48 h se hizo una
dilucién 1:100 o mas en caso de ser necesario.

A partir de los datos obtenidos del contador Coulter, que emplea 0.1 mL de

muestra, se calculé la concentracion celular utilizando la siguiente ecuacion:
N d
Xt = fo (5)

donde Xt es la concentracion celular total, N es el nimero particulas contadas por
el equipo y fd es el factor de dilucién.

8.2.6 — Determinacidn de la concentracion y viabilidad celular en cAmara
de Neubauer.

Para determinar la concentracion y viabilidad celular en cAmara de Neubauer se
hizo la dilucion adecuada de la suspension celular con solucion de azul de tripano
al 20%. Para un cultivo que se ha descongelado o incubado durante al menos 24 h,
se hicieron diluciones de 1:2 o 1:5. Para cultivos que se han incubado durante mas
de 48 h se hizo una dilucion 1:10, 1:20 o mayor de ser necesario.

Se limpid la camara de Neubauer y el cubreobjetos con etanol al 70% (v/v) y se sec6
con una toalla de papel. Se llenaron ambos lados de la camara con suspension
celular (aproximadamente 10 uL) y se observd bajo un microscopio invertido de
contraste de fase con un aumento de 10X. Se contaron el numero de células viables

(como células brillantes) y no viables (tefiidas de azul).
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A partir de los datos obtenidos de la camara de Neubauer, se calculo la
concentracion de células viables, no viables y el porcentaje de viabilidad utilizando

las siguientes formulas:

Nv
Xy = mxfdxl0,000 (6)

donde Nv es el nimero de células viables contadas en Nu cuadrantes. La
concentracion de células no viable Xn, esta dada por:

X _Nm d x 10,000
n—N—uxf x 10,

(7)
donde Nm es el niumero de células muertas contadas en Nu cuadrantes. Finalmente,

la viabilidad, Vi se calculé como:

vi= 2100 8
b= X (8)

donde Nt es en nimero total de células.

8.2.7 — Cinéticas de cultivo

Para tener validez estadistica los cultivos se realizaron por triplicado en matraces
de 500 mL con 100 mL de medio a una concentracién celular inicial de 0.5 x 10° cel
/ mL. Cada 24 h se tomé una pequefia alicuota para evaluar la concentracion celular,
viabilidad y concentracion de metabolitos. Las cinéticas se terminaron cuando la
viabilidad fue menor al 80%. Con los datos obtenidos se calcul6 la velocidad
especifica de crecimiento (u), los rendimientos de biomasa con respecto al consumo
de fuentes de carbono y nitrogeno, la generacion de los metabolitos de desecho

lactato y glutamato (Yi) y sus respectivos coeficientes (q;).
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8.2.7.1 — Determinacion de la velocidad especifica de crecimiento en cultivo tipo lote.

Para determinar la velocidad especifica de crecimiento (u) en la fase exponencial
se utilizo la ecuacion 9. La cual es la forma linealizada del modelo exponencial de

crecimiento.

In(3) = u(t; — to) (©)

donde p es la velocidad especifica de crecimiento, tf es el tiempo final y finalmente

to es el tiempo inicial. La p se calcul a través de la pendiente de la regresion lineal

obtenida de la grafica de In (Xi), tomando Unicamente los puntos de la fase
0

exponencial.

8.2.8 — Cuantificacién de la concentracién de metabolitos

Las concentraciones de glucosa, lactato, glutamina y glutamato se determinaron
enzimaticamente en un multianalizador enzimatico YSI modelo 2700 acorde al
método de Borja et al., 2012. Este analizador utiliza las siguientes membranas con
enzimas inmovilizadas: glucosa oxidasa para determinar la concentracion de
glucosa, L-lactato oxidasa para la concentracibn de lactato, glutaminasa/L-
glutamato oxidasa para la concentracion de glutamina y L-glutamato oxidasa para
la concentracion de glutamato. Las enzimas catalizan la reaccion oxidativa entre la
muestra y el oxigeno, formando un derivado y peréxido de hidrégeno que es oxidado
en un anodo de platino, generando una corriente eléctrica que es linealmente
proporcional a la concentracion de peréxido de hidrégeno y ésta a su vez, a la

concentracion del metabolito medido.

8.2.9 — Calculo del rendimiento de metabolitos.

Los rendimientos de la biomasa con respecto al consumo de fuentes de carbono y
nitrégeno (glucosay la glutamina), y la formacion de metabolitos de desecho (lactato
y glutamato), se calcularon acorde al trabajo de Fuentes et al., 2013. Brevemente
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se utilizaron los datos la pendiente en la fase exponencial de crecimiento, de la

“n
|

gréfica entre la concentracion de células viables y el nutriente o metabolito

Xf_Xi

Y = (10)

if—ii
donde X:i es la concentracion final de células, Xi es la concentracion inicial de
células, ir es la concentracion final del metabolito en cuestion e ii es la concentracion

inicial del metabolito.

8.2.10 — Calculo de velocidades de consumo de nutrientes o generacion de
metabolitos secundarios

Las tasas especificas de produccion y formacién se determinaron mediante la

ecuacion:
=K
=3 (10)
donde Y es el rendimiento de células viables con respecto al metabolito o nutrimento
de interés y u es la velocidad especifica de crecimiento.

8.2.11- Purificacion del anticuerpo mediante afinidad proteina A

Para la purificacion del anticuerpo se realizaron cultivos de igual forma que el punto
8.2.7 siguiendo la metodologia de Serrato et al., 2994. Brevemente, en el punto
maximo de crecimiento se recolecté el medio de cultivo con células y se centrifugd
a 5000 rpm por 15min en una centrifuga Eppendorf 5810 R (Eppendorf, AG). El
sobrenadante se filtré a través de membrabas Millipore™ de 0.45 pm y luego se
purificé utilizando un equipo de cromatografia de baja presion AKTA prime en una
columna de Proteina A siguiendo el protocolo de la Tabla 2. Las condiciones de
operacion fueron a un flujo de 1 mL / min a 25 °C. La pureza del AcM fue analizada
por SDS-PAGE al 10%.
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Tabla 2. Protocolo de purificacion de AcM. Resumen de pasos seguidos durante

la cromatografia de afinidad a proteina A con una columna empacada con 5 mL de

resina.
Paso Solucién pH Volumen deVolumen deFlujo (mL /
columna buffer (mL) min)
Equilibrio PBS+0.3M 7.6 8 40 0.6
NaCl
Carga de muestra - 7.7 - Max: 250 0.6
mg
Min: 25 mg
Lavado PBS+0.3M 7.6 5 25 0.6
NaCl
Elucion Glicina 0.1M 3 10 50 0.6
Regeneracion Acido 3 25 0.6

fosférico 150
mM

8.2.12 — Cuantificacién de la productividad del AcM.

Se cuantifico el AcM recuperado directamente del caldo de cultivo mediante
cromatografia por afinidad a proteina A utilizando la columna MabPac Protein A
(Thermo Scientific). Se utilizé un detector de matriz de fotodiodos PDA (Waters) a
una longitud de onda de 280 nm para su deteccion y cuantificacion. Se utilizé buffer
de fosfato de sodio (pH 7.45) como solucién de equilibrio y de acido fosforico/ fosfato
de sodio (pH 2.5) como buffer de elusion y buffer de fosfato azida de sodio para
almacenamiento. Las condiciones de operacion fueron a un flujo de 1 mL / min a 25
°C.
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8.2.13 — Determinacion del perfil de N-glicosilacion del AcM por
Cromatografia Liquida de Interaccion Hidrofilica (HILIC)

Se determiné el patron de N-glicosilacion de los AcM producidos siguiendo la
metodologia descrita por Palomares et al., 2003. Se utilizaron muestras purificadas
mediante cromatografia de afinidad con proteina A y concentradas mediante
centricones Spin-X UF™de 15 mL con un tamafio de membrana de 100kDa. El AcM
se desnaturalizé con una solucion 2% SDS, 3-mercaptoetanol 1My se digirié con 1
U de PNGasa (362185, Merck) cuya funcion es cortar el enlace N-glicosidico entre
la asparagina y la N-acetilglucosamina en una incubacion de 15 h a 37 °C. Como
control interno se adicion6 0.1 nmol de maltosa.

Posteriormente, los glicanos fueron derivatizados con 2-aminobenzamida (2-
AB) (GKK-404, Agilent Technologies) durante 2 h a 75 °C para su deteccion
mediante fluorescencia. Pasado el tiempo de incubacién se retir6 el colorante 2-AB
sin reaccionar, para ello se colocaron 2 membranas de celulosa (papel Whatman
No. 1) en una columnay se lavo con 1 mL de agua Milli-Q, 5 mL de &cido acético al
30% y 1 mL de acetonitrilo. Una vez completado el lavado se coloco la muestra de
glicanos marcados sobre la membrana de celulosa y se lavé con 15 pL de
acetonitrilo al 100%. Se dejo6 absorber por 15 min y luego se lavé de nuevo con 100
uL de acetonitrilo al 100% seguido de 5 mL de acetonitrilo al 96%. Por ultimo, se
eluyeron los glicanos con 2 mL de agua grado Milli-Q para su concentracion en el
equipo Savant Speed Vac™.

Para su analisis se utiliz6 un cromatografo Alliance Bio e2796 acoplado a un
detector de fluorescencia Waters 2475 con una columna TSKgel Amido-80. Los
grupos hidroxilo de los glicanos inyectados interaccionan con los grupos polares de
la columna y luego son eluidos por un gradiente acuoso y detectados por
fluorescencia a una longitud de onda de 330 nm de excitacion y 420 nm de emision.
Los azlcares mas pequefios, con menos grupos hidroxilo eluyen a bajas

concentraciones de solvente acuoso seguidos por los glicanos mas grandes.
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8.2.14 — Cultivos con 5-Aza-2 deoxitidina (5Aza2) y analisis de metilacion.

Se siguio el protocolo de Yang y colaboradores (2010). Brevemente se realizo el
cultivo de igual forma que en el punto 8.2.7, y se suplement6 con 5Aza2 disuelto en
PBS cada 24 h durante las primeras 72 h de cultivo a una concentracion final de 4
uM. Cada 24 h se tomo una pequefia alicuota para evaluar la concentracion celular,
viabilidad y metabolitos, asi como para purificar el AcM y evaluar su patron de N-
glicosilacion.

El 5Aza2 es un analogo de la citidina con un grupo Aza en lugar del carbono
en la posicion 5. La presencia de este grupo une covalentemente a la DNMT durante
la replicacion del ADN, la formacién de este complejo induce la actividad de la
ubiquitina E3 ligasa que da como resultado la degradacién proteosémica de la

enzima. (Figura9).
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Figura 9. Mecanismo de accion del 5-aza-2 deoxitidina. A) Estructura quimica del
5aza2. B) Durante la replicacion del ADN el 5aza2 puede incorporarse a la molécula
naciente de forma aleatoria. De hacerlo en una region CpG las DNMT de mantenimiento
(DNMT1) y de novo (DNMT3) se uniran de forma irreversible al inhibidor al intentar
metilarlo lo que disminuira su concentracion durante cada division celular provocando una
hipometilacion aleatoria.

DNMT
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8.2.14.1 — Determinacion del porcentaje de metilacion total del ADN.

Se determin6é el porcentaje de metilacion total del genoma mediante el kit
MethylFlash™ Global DNA Methylation (5-mC) ELISA Easy Kit (Epigentek, P-1030-
48) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. En resumen, el ADN purificado
se coloco en pocillos tratados especificamente para una alta afinidad por el ADN. El
porcentaje de citosinas metiladas (5mC) en la fraccion de ADN se detecté usando
anticuerpos de captura y deteccidén para cuantificarse colorimétricamente leyendo
la absorbancia en un espectrofotometro a una longitud de onda de 450 nm. El
porcentaje de citosinas metiladas es proporcional a la intensidad media.

Para calcular este porcentaje de metilacién, primero fue necesario generar
una curva estandar graficando la densidad Optica contra el control positivo en cada
punto para obtener la ecuacion de la recta correspondiente. (véase Anexos). Luego,
se calculo el porcentaje de ADN metilado mediante la siguiente formula:

Y-b 0
% de 5mC = eCa /5)*100% (11)

donde S es la cantidad de ADN en ng, Y es el valor de absorbancia obtenido, b es

la ordenada al origen y a es la pendiente de la recta obtenida.

8.2.14 — Andlisis estadistico

Para el analisis estadistico de las variables cuantitativas se utilizé la media *
desviacion estandar. El analisis de los datos fue realizado con en analisis de
varianza -prueba de Tukey utilizando el software GraphPad Prism 7, p <0,05 se

considero estadisticamente significativo.
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IX. Resultados y discusion
9.1 — Caracterizacion inicial de las sub clonas

Las células CHO son uno de los sistemas mas utilizados en la produccion de
proteinas recombinantes como son los anticuerpos monoclonales (Walsh, 2018).
Durante el proceso de transformacion y seleccion de células productoras, se
producen poblaciones celulares con una gran diversidad de fenotipos y genotipos
entre las lineas parentales y las clonas generadas. Para generar una linea celular
monoclonal con buena produccion y estable es necesario una seleccion exhaustiva
de cientos de células, por lo que evitar la heterogeneidad celular implica un reto
importante en la industria (Pilbrough & Gray, 2009) que ademas de elevar los costos
de produccion por el tiempo y la mano de obra requerida (Davies et al, 2012). Se
han propuesto diferentes causas que originan la heterogeneidad celular incluyendo
aspectos bioquimicos (Le et al., 2012) y genéticos (Wurn & Wurnn, 2017), aquellas
relacionadas a las presiones de seleccién y/o factores ambientales (Brownw & Al-
Rubeai, 2007). Sin embargo, la base molecular de la diversidad poblacional aun no
se comprende del todo y los procesos celulares subyacentes deben caracterizarse
(Wipperman & Noll, 2017). Uno de estos procesos es la epigenética, puntualmente
la metilacion del ADN en los residuos de citosina, que contribuye significativamente
al fenotipo cinético y bioquimico de la célula (Weinguny et al., 2020).

En el presente estudio se realizé la caracterizacion cinética y fisiologica de
cuatro sub clonas generadas durante el mismo proceso de seleccion, por lo que
tedricamente deberian ser similares y altamente productoras de un AcM modelo
asumiendo que poseen el mismo sitio de integracién del transgén al ser subclonas
de la misma clona parental transfectada. Se presté especial atencién al grado de
metilacion del ADN y cdmo este puede ser un posible factor de la heterogeneidad

observada entre las sub clonas estudiadas.
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Figura 10. Cinética de crecimiento de cultivo en lote de las clonas

estudiadas. C

oncentracion celular viable (A) y porcentaje de viabilidad (B).

Los valores promedio (puntos) se presentan con la desviacion estandar
(barras) de cultivos por triplicado en matraz a 37°C, 5%C02, 130 rpm.
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Figura 11. Consumo y/o produccién de metabolitos en cultivo en lote
de las clonas estudiadas. Concentracion de glucosa (A) y concentracion
de lactato (B). Los valores promedio (puntos) se presentan con la
desviacion estandar (barras) de cultivos por triplicado en matraz a 37°C,
5%C02. 130 rom.
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Figura 12. Consumo y/o produccién de metabolitos en cultivo en lote de las
clonas estudiadas. Concentracion de glutamina (A) y concentracion de
glutamato (B). Los valores promedio (puntos) se presentan con la desviacion
estandar (barras) de cultivos por triplicado en matraz a 37°C, 5%C02, 130 rpm.

Todos los parametros cinéticos y estequiométricos calculados para las cuatro
sub clonas se muestran en la Tabla 3. Las subclonas B y C tuvieron una p
estadisticamente similar entre ellas, y a su vez estadisticamente diferente a la pu de
subclonas Ay D; las cuatro con valores que van acorde a lo publicado por Lépez-
Meza (2015) para clonas recombinantes de células CHO; también, presentaron un
comportamiento diferente entre la concentracion celular y viabilidad (Figura 10). Las
cuatro sub clonas alcanzaron su fase exponencial en el periodo de 24 a 72 h con su
punto maximo de concentracion celular viable a las 96 h, con excepcién de la sub
clona C cuyo pico se observo a las 120 h. La mayor concentracion celular se obtuvo
con la sub clona C que alcanzé 12.1x106 + 1.18x10° cel / mL estadisticamente
diferente a la sub clona B con 8.5x108 + 0.64x10° cel / mL siendo la menor.

En cuanto a los rendimientos de produccion de biomasa con respecto al
consumo de fuentes de carbono y nitrégeno como son la glucosa y la glutamina, las
cuatro sub clonas presentaron diferencias estadisticamente significativas. En el
rendimiento de biomasa con respecto al consumo de glucosa (Yxcic) la sub clona

D, estadisticamente significativo fue la mas eficiente con un rendimiento de 0.41 +
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4.08x102 cel*pmol* a pesar de que la sub Clona C fue la que presentd la mayor
concentracion celular. La sub Clona B por otro lado, fue la que menor rendimiento
tuvo con respecto a la glucosa con un valor de 0.13+3.78x102 cel*pmol?, lo cual se
refleja en su baja produccion de biomasa, aunque estadisticamente similar a la
sublclona A.

Por otra parte, en el rendimiento de biomasa con respecto al consumo de
glutamina (Yxcin) las sub clonas A y D tuvieron un valor estadisticamente similar
entre si, al igual que las sub clonas B y C con un rendimiento de 0.89+1.94 cel*pmol
1y 0.92+1.76 cel*pmol?, respectivamente. Esto nos indica que la sub clona B es
mas eficiente en el consumo de glutamina que de glucosa para el crecimiento
celular. Interesantemente, cuando se comparo la tasa especifica de consumo de la
glucosa (qgrc) la sub clona B fue la que mas rapidamente consumié esta fuente de
carbono, estadisticamente significativo en comparacion a las otras subclonas con
un valor de 0.28+5.5 pmol*cel**ht, no obstante, esta es la clona con el menor
crecimiento y que alcanzd la menor concentracion celular maxima. Esto significa
que la energia adquirida de la glucosa se redirecciona hacia la sintesis de algun
otro metabolito que no estamos considerando, hacia la produccién del AcM o al
propio mantenimiento celular que repercute en su baja produccién de biomasa
(Pereira et al., 2018; Ferndndez-Martell et al., 2017).

Un comportamiento muy similar se observo en la tasa especifica de consumo
de la glutamina (qgin) donde las sub Clonas A y D tuvieron velocidades similares
entre si, pero menos las sub Clonas B y C que mostraron velocidades similares

entre ellas, aunque sin presentar diferencias estadisticamente significativas.
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Tabla 3. Principales parametros cinéticos y estequiométricos de las clonas A, B, Cy

D en cultivo en lote. Los valores corresponden al promedio y se presentan junto a la

desviacion estandar de cultivos por triplicado. Se considerd estadisticamente significativo p

< 0.05. Subindice diferente indica que si existe una diferencia estadistica significativa.

Parametros Clona A Clona B ClonaC Clona D
Xmax (106cel /M) 9.35+40.17 A 8.5+0.155 12.140.50 ¢ 10.6140.50 p
Glcinc (mmol / L) 49.6340.51 4 47.841.55 4 50.234-1.88 a 47.140.67 A
LaCmax (Mmol /L)  15.64-0.36 a 21.941.645 22.540.23 5 18.1340.68 ¢
Glninc (mmol / L) 6.1140.12 5.9740.66 A 6.124-0.01 4 5.7940.314
Glumax (MmMol /L)  1.1540.024 1.4140.08 1.2840.14 A 1.1740.48 4
ACMmax (mg/ml) 3.094-0.24 » 0.784-0.15 5 3.55+0.29 ¢ 3.3840.10 4

u (hD) 0.04241.85x103,  0.03545.42x1035  0.036+1.40x10%5  0.04241.47x103 A
Yycic 0.2341.36x102,  0.1343.78x102,  0.3047.15x102s  0.4144.08x102¢
(cel*pmol?)

Y Lac/x 1.7249.27x102 5 4.3149.05x101p 4,13+46.2x101g 1.9741.44x101 4
(pmol*cel?)

YxGin 1.444-6.82102 4 0.89+1.94x101s  0.92+1.76x101s  1.6142.32x1024
(cel*pmol?)

YGlux 0.0241.53x102,  0.19+64.45x1025  0.0845.39x102,  0.07+2.47x1024
(pmol*celt)

YoiuGin 0.0242.36x102,  0.1645.75x10%s  0.0744.07x102,  0.1142.80x102g

(mmol*mmol-1)

YLac/Glc

(mmol*mmol?)

0.394-8.31x103 A

0.544-6.99x102 5

1.2241.34x101 g

0.814-3.66x102 ¢

qalc
(pmol*celt*h?)

0.19+44.30x103 A

0.2845.51x1072 ¢

0.1242.26x102 ¢

0.1048.87x103 ¢

(Lac

(pmol*celt*h?)

0.07+£2.62x103 A

0.15+1.05x102 g

0.154-1.76x102g

0.0844.04x103 A

gain 0.03+1.02x10%a 0.044-3.63x103 A 0.044-5.62x103 A 0.034-3.50x10°3 A
(pmol*cel**h-1)

(o]eT 0.00146.87x104 A 0.00646.58x104g  0.003+1.82x103%,  0.00341.03x103 A
(pmol*cel**h-1)

OAcMm 5.840.69 A 2.04-0.09¢ 6.6140.05¢ 5.940.50 A

(pg*cel'*dial)
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Las cuatro sub clonas estudiadas presentaron una alta concentracion de
lactato, siendo las sub clonas B y C las mayores productoras con un valor de
21.9+1.64 mmol /Ly 22.5+0.23 mmol / L, respectivamente siendo estadisticamente
significativo en comparacion con las subclonas A y D. Se ha reportado que las
células CHO en cultivo tienen una alta produccion de lactato debido a un
metabolismo descontrolado de la glucosa, caracteristico de células inmortalizadas
(Annibaldi & Widmann, 2010), cuyo resultado es una acidificacion del medio y un
cambio en la osmolaridad que puede comprometer el crecimiento celular (Gupta et
al., 2017). Por esta razoén se han utilizado distintos acercamientos para disminuir la
produccion de lactato como: 1) reemplazar la glucosa, glutamina o ambos por
azucares y/o aminoacidos alternativos (Altamirano et al., 1999; Altamirano et a.,
2000), 2) control de la alimentacion de glucosa y/o glutamina (Glacken et al., 1986;
Behjousiar et al., 2012), 3) suplementacién de cobre (Yuk et al., 2014), 4) reduccién
en la temperatura (Bollati-Fangolin et al., 2008), 5) reduccion del pH (Yoon et al.,
2004) y 6) seleccion de clonas con un alto consumo de lactato (Li et al., 2011).
Interesantemente, la sub clona B tuvo una menor concentracion celular, lo que
indica que esta elevada produccion de lactato no esta relacionada con el nimero de
células, como podria ser para la sub clona C, cuya concentracion celular fue la
mayor de las cuatro sub clonas estudiadas; indicando una diferencia significativa en
el metabolismo celular entre la sub clona C y B.

A las 72 h de cultivo todas las sub clonas presentaron un “switch” metabdlico
(Fig. 11) donde pasaron de la produccién de lactato, a su consumo como fuente de
carbono; a pesar de que tal cambio metabdlico es deseable, porque parece
favorecer el rendimiento 6ptimo del proceso, dicho efecto no es general ni se puede
controlar facilmente (Zagari et al., 2013).

Las células CHO tienen la capacidad de consumir el lactato como fuente de
carbono (Hartley et al., 2018) y se ha observado, que la tasa de formacion de lactato
y el cambio a su consumo, varia entre clonas bajo las mismas condiciones (Le et
al., 2012). Se ha llegado a un consenso donde este “switch” metabdlico esta
influenciado por la concentracion de glucosa disponible en el medio (Altamirano et
al., 2004), su consumo total (Altamirano et al., 2006) o en la ausencia de glutamina
(Ghorbaniaghdam et al., 2014).
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En la Fig. 12 se observa claramente como a las 72 h de cultivo, se agota la
glutamina en el medio para las cuatro sub clonas, momento en el cual arranca
“switch” metabdlico de lactato, indicando, al menos para estas condiciones
particulares aqui estudiadas, que es la concentracion de glutamina y no de glucosa,
el factor determinante para este cambio. Este metabolismo energético (Fig. 14) es
caracteristico del efecto Warbug donde el alto consumo de glucosa en células
inmortalizadas lleva la glicdlisis hacia un exceso de piruvato, que no ingresa al ciclo
de Krebs para la produccion de energia mediante la fosforilacién oxidativa, sino que
es reducido a lactato para garantizar la regeneracion de NAD* y mantener la
glicdlisis activa (Torres et al., 2018). Lo que explica la elevada produccion de lactato
durante las primeras horas de cultivo. De forma paralela, este “pool” de piruvato
también puede mantenerse gracias a la glutamina, que mediante reacciones
anaplerdticas reabastece el ciclo de Krebs, donde se metaboliza a malato y puede
salir de la mitocondria gracias a las lanzaderas malato-aspartato, para oxidarse a
piruvato por las enzimas malicas (Hartley et al., 2018; Locasale & Cantley, 2011).
En este punto, la concentracién de lactato es mucho mayor a la de piruvato, y es
esta diferencia en las concentraciones, lo que favorece la reaccién hacia la
formacion de piruvato. Este mecanismo explica por qué el “switch” metabdlico inicia
alas 72 h de cultivo, que es cuando se acaba la glutamina.

A pesar de que las cuatro sub clonas siguen este metabolismo base,
presentan parametros cinéticos y estequiométricos distintos entre ellas, dentro las
cuales las sub clona A y D son muy parecidas estadisticamente, mientras que las
sub clonas B y C son diferentes en términos de su produccion de biomasa,
rendimientos y en las tasas de consumo y formacién de los metabolitos evaluados,

lo que hace a estas sub clonas candidatas interesantes (Fig. 13).
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Figura 13. Posibles perfiles metabolicos entre las cuatro subclonas. Tanto la subclona
B como C tienen una alto consumo de glucosa y produccion de lactato, probablemente
debido a una mayor concentracién de transportadores de glucosa o de enzimas criticas en
las vias metabdlicas, sin embargo, la sublona B no aprovecha estas fuentes de carbono ni
para el crecimiento celular, ni para la produccion de AcM a diferencia de la subclona C
que tiene una alta produccién de biomasa de AcM. Por otro lado, las subclonas Ay D
tienen perfiles metabdlicos similares entre asi.

La produccién del AcM modelo de las cuatro sub clonas estudiadas se

muestra en la Fig. 15. Estadisticamente la sub clona C fue la mejor productora con

una productividad especifica (gr) de 6.6+0.05 pg*cel'*dia! y la sub Clona B la

menor con 2.0+0.09 pg*cel'*dia?. Interesantemente, la sub clona B presenta un

elevado consumo de glucosa y de glutamina, pero un bajo rendimiento de ambos

metabolitos para la produccion de biomasa. Esto indica que la sub Clona B, a pesar

de aprovechar estas fuentes de carbono y de nitrégeno, no las utiliza ni para el

crecimiento celular ni para la produccién del AcM modelo de interés. Probablemente

esta energia se esta redireccionando hacia algun otro metabolito no evaluado, pero

también es una sefial clara de que existe un factor de variabilidad que, si se logra

determinar, se podria aprovechar para convertir a la sub clona B en una buena

productora como lo es la sub clona C.
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Figura 14. Causas del switch metabdlico de lactato. A) En presencia de glutamina, esta
puede abastecer el ciclo de Krebs mediante reacciones anapleroticas hacia la produccion
de malato, el cual puede ser transportado al citosol, donde las enzimas malicas lo oxidaran
a piruvato, el cual puede reducirse a lactato para mantener los niveles de NAD*. B)
Cuando la glutamina se agota, se detiene ese suplemento de piruvato lo que en adicién a
la alta concentracion de lactato ya en el medio, redirecciona la reaccidn hacia piruvato
tomando el lactato como fuente de carbono.
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Figura 15. Produccion de AcM de las sub clonas estudiadas en cultivo en lote. A)
Concentracion de AcM producido por las cuatro sub clonas estudiadas. B) Velocidades
especificas de produccién del AcM de las cuatro subclonas estudiadas. La linea con el
asterisco indica significancia estadistica entre ambos valores p<0.05. Los valores
promedio (puntos) se presentan con la desviacion estandar (barras) de cultivos por
triplicado en matraz a 37°C, 5%C02, 130 rpm. Hubo significancia estadistica en la gP
de la subclona C en comparacion a las demas subclonas con un valor p<0.5

Para finalizar la caracterizacion inicial de las cuatro sub clonas estudiadas se
determiné el perfil de N-glicosilacién del AcM modelo producido (Fig. 16). Las cuatro
subclases de IgG contienen un solo sitio de N-glicosilacion en la region constante
de la cadena pesada, que estd ocupado generalmente por oligosacaridos
biantenarios, en gran parte fucosilados y parcialmente truncos que pueden llevar
una N-acetilglucosamina (Wuhrer et al.,, 2007). Las estructuras mayoritarias
obtenidas para las cuatro sub clonas van desde estructuras simples como
paucimanosas, hasta estructuras mas complejas presentes en los IgG1 humanos,

como son glicanos biantenarios fucosilados con y sin galactosa terminal (Fig. 16).
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Figura 16. Representacion grafica de las estructuras propuestas para los
oligosacaridos principales presentes en el AcM modelo producido por las cuatro
subclonas estudiadas. Estructuras determinadas mediante cromatografia de
interaccion hidrofilica.

Estas estructuras propuestas y su abundancia relativa (Fig. 17) van acorde
a lo reportado por el grupo de Szabo y colaboradores en 2022, donde determinaron
que el perfil de N-glicosilacién del AcM producido presenta un alto porcentaje de
fucosilacion y estructuras complejas. Interesantemente reportan estructuras con
oligosacaridos M4 con y sin fucosa y FA1GN (3) Man(6) que no encontramos
nosotros. Estas diferencias, con respecto a nuestros resultados, probablemente,
sean debidas a que en su caso emplearon como método de andlisis la electroforesis

capilar, método diferente al empleado por nosotros.
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Figura 17. Perfil de N-glicosilacion de las sub clonas estudiadas. A) Abundancia
relativa de estructuras fucosiladas, complejas con y sin galactosa terminal. B)
Estructuras con dos galactosas terminales, altas en manosa e hibridas. Los valores
promedio se muestran con la desviacion estandar (barras) de cultivos por triplicado en
matraz a 37°C, 5%C02, 130 rpm. No se encontraron diferencias significativas.

Como puede apreciarse en la Fig. 17, el perfil de N-glicosilacién del AcM
producido por las cuatro clonas fue muy similar. La glicosilacion de los IgG es una
reaccion quimica dirigida por enzimas que ocurre en el reticulo endoplasmico y en
el aparato de Golgi, por tanto, esta sujeta a la concentracion de las
glicosiltrasferasas y glucosidasas correspondientes, sus respectivos cofactores, asi
como de la presencia de nucleétidos azucar (Boune et al., 2020; Sumit et al., 2019);
mas otras variables como el pH (Rivinoja et al., 2009), la osmolaridad (Alhuthali et
al., 2021) y circunstancias fisiol6gicas y patoldgicas especificas (Wuhrer et al.,
2007). El disefio experimental del trabajo mantuvo las mismas condiciones de
cultivo, sin alterar ninguna de estas variables, por lo que se puede concluir que las
similitudes experimentales fueron mas importantes que las variaciones entre clonas
y por esta razon no sé encontré cambio significativo en el patron de N-glicosilacion
entre las cuatro sub clonas estudiadas.

Con esta caracterizacion inicial es que se decidié continuar el trabajo
anicamente con las sub Clonas B y C, al ser la menor y la mayor productora del

AcM modelo, respectivamente. Aunado al hecho de que existe un factor que limita
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esta produccion en la sub Clona B, al presentar parametros cinéticos y
estequiométricos importantes como un alto consumo de fuentes de carbono y
nitrégeno, como sefial de que cuenta con el metabolismo necesario para ser una
buena productora.

9.2 — Cambio en el porcentaje de metilacién del ADN
ante una hipometilacion aleatoria.

Un factor potencialmente responsable del fenotipo observado de la subclona B
puede ser el grado de metilacién del ADN, que a su vez repercute en un mayor
silenciamiento de genes criticos para la produccién de la proteina heteréloga, como
los reportados por el grupo de Chen y colaboradores (2019). Mediante un ensayo
tipo ELISA se cuantifico colorimétricamente el porcentaje de 5mC del ADN total de
la sub clona B y C (Fig. 18) obteniendo un valor de 69.65+5.98% y 58+3.12%
respectivamente. Se ha reportado que para células CHO el porcentaje de metilacion
global varia, dependiendo de la clona en cuestién y puede ser de un 60% hasta un
poco mas de 80% de 5mC (Wipperman et al., 2015) por lo que los valores

encontrados van acorde a la literatura.
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Figura 18. Porcentaje de citosinas metiladas del ADN antes y después del
inhibidor Aza. Las subclonas B y C presenten una diferencia significativa en su
porcentaje de citosinas metiladas el cual disminuyé después del tratamiento. La linea
con el asterisco indica significancia estadistica entre ambos valores p<0.05.
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La diferencia significativa en el grado de metilacion del ADN entre la sub
clona B y C, sugiere que existe un mayor silenciamiento del ADN en la sub clona B;
probablemente a nivel del transgén, alguna region potenciadora rio arriba del
promotor 0 que exista una menor expresion de proteinas involucradas, tanto en el
procesamiento del ARN mensajero como del transporte del AcM modelo (Fig. 19)
(Chen et al., 2019; Kaneyoshi et al., 2018; Orellana et al., 2015; Attwood et al.,
2002).
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Figura 19. Efecto de la metilacién sobre la produccion de AcM. La metilacion puede darse al
nivel de promotor del transgén lo que determinara su expresion (1), en una region potenciadora
rio arriba de la region promotora (2) o bien, incrementando de proteinas transportadoras y/o
involucradas en el procesamiento del transgén; todo esto repercutiendo en una mayor secrecion

del AcM al medio (3).

Como era esperado, el inhibidor 5Aza2 disminuyé el porcentaje de 5mC en
ambas sub Clonas, al disminuir la concentracion libre de la DNMT en la célula,
provocando una hipometilacion aleatoria. Interesantemente, los niveles de
metilacion después del tratamiento disminuyen a valores estadisticamente similares
siendo 45.46+7.8% y 42.13+6.75% para las sub clona B y C, respectivamente. Lo
gue sugiere que probablemente participen otros mecanismos de metilacion con

enzimas menos abundantes a la DNTM que mantienen algun tipo de metilacion
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basal caracteristico de células inmortalizadas (Weinguny et al., 2020; Partha &
Rakesh, 2004).

9.3 — Efectos de la hipometilacion sobre la cinética y
metabolismo celular

Una vez asegurada la hipometilacion aleatoria en el ADN se prosiguié a
evaluar su impacto en la cinética y metabolismo celular para las sub clona B y C.
Se ha reportado que el inhibidor 5Aza2 es citotoxico para la célula (Yang et al.,
2010) e incluso se ha utilizado como medicamento contra el cancer (Momparler,
2005). Esto se debe a la inestabilidad cromosomica que resulta de la hipometilacién
del genoma (Davidson et al., 1992) dénde, ademas, la expresion de genes antes
silenciados impone una nueva carga metabdlica (Schmelz, et al., 2004). Por lo tanto,
se probaron distintas concentracion de 5Aza2 para determinar la dosis minima y
necesaria, que no comprometiera el crecimiento ni viabilidad celular siendo esta de
4uM (ver Anexos). Sin embargo, tanto para la sub clona B como C hubo una
disminucién en la velocidad especifica de crecimiento (1) de 0.03+5.22x10% hty
0.32+2.43x10°2 h't, respectivamente, aunque no fue estadisticamente significativo,

asi como en la concentracion celular maxima para ambas subclonas (Fig. 20).
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— & = Clona B+Aza
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Figura 20. Cinética de crecimiento de cultivo en lote de la sub clonaB y C
con y sin Aza. Concentracion celular viable (A) y porcentaje de viabilidad (B).
Los valores promedio (puntos) se presentan con la desviacion estandar (barras)
de cultivos por triplicado en matraz a 37°C, 5%C02, 130 rpm.
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Figura 21. Consumo y/o produccion de metabolitos en cultivo en lote de la sub clonaB y
C con y sin Aza. Concentracion de glucosa (A) y concentracion de lactato (B). Los valores
promedio (puntos) se presentan con la desviacion estandar (barras) de cultivos por triplicado
en matraz a 37°C, 5%C02, 130 rpm.
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Figura 22. Consumo y/o produccion de metabolitos en cultivo en lote de la sub clona B
y C con y sin Aza. Concentracion de glutamina (A) y concentracion de glutamato (B). Los
valores promedio (puntos) se presentan con la desviacion estandar (barras) de cultivos por
triplicado en matraz a 37°C, 5%C02, 130 rpm.
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En términos de su metabolismo, ambas sub clonas mantuvieron el “switch”
metabdlico de lactato a las 72 h, acoplado con el agotamiento de la glutamina en el
medio (Fig. 21 y 22). Interesantemente la sub clona B no consumié el lactato en
totalidad. Se ha reportado que existen isoformas de la enzima LDH, siendo LDH-M
codificada por el gen Ldh-a y LDH-H codificado por el gen Ldh-b. Ambas con distinta
afinidad por el piruvato o lactato lo que una mayor expresion de una u otra, cambiara
el flujo de la reaccion. La enzima LDH-M tiene una mayor afinidad por el piruvato,
por lo que cataliza preferentemente la reaccion directa, mientras que la enzima LDH-
H tiene una mayor afinidad por el lactato, por lo que tiende a catalizar la reaccién
inversa (Hartley et al., 2018). Es posible que la hipometilacion provocada por el
inhibidor, haya aumentado la expresion de la enzima LDH-M alterando el balance
entre ambas isoformas disminuyendo la conversion de lactato a piruvato.

Tanto para la sub clona B como C tratadas con 5Aza2, los rendimientos Yxcic
y Yxcin disminuyeron de forma estadisticamente significativa, indicando una menor
eficiencia en el uso de estas fuentes de carbono y nitrégeno para el crecimiento
celular al inhibirse la metilacion. Esto abre la posibilidad de usar esta energia para
algun otro metabolito o producto de interés como el AcM modelo. Interesantemente,
la ggic €n la sub clona C aumenté a pesar de tener un menor crecimiento celular, lo
gue muestra un cambio a favor del metabolismo de glucosa, quizas con una mayor
concentracion de transportadoras o una mayor expresion de enzimas criticas en la
glicolisis (Selvi et al., 2010). En términos de la ggn No hubo cambio significativo en
ninguna de las sub clonas al ser expuestas a 5Aza2.

Todos los pardmetros cinéticos y estequiométricos calculados para las sub

Clonas B y C en presencia del inhibidor se muestran en la Tabla 4.
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Tabla 4. Principales parametros cinéticos y estequiométricos de las clonas By C, con

y sin Aza en cultivo en lote. Los valores se muestran con a la desviacion estandar de

cultivos por triplicado. Se considerd estadisticamente significativo p < 0.05. Subindice

diferente indica que si existe una diferencia estadistica significativa.

Parametros Clona B ClonaB+Aza ClonaC Clona C+Aza
Xmax (106cel /mL)  8.540.154 7.240.234 12.14-0.505 8.5+0.28

Glcinc (mmol / L) 47.841.554 49.5740.2 50.23+1.88 4 45.3342.0
Lacmax (Mmol /L) 21.941.64, 20.941.154 22.540.23 26.940.358
Glninc (mmol / L) 5.9740.66 6.184-0.11 4 6.124-0.01 4 6.1340.20 o
Glumax(mmol /L)  1.41+0.084 1.6940.07 A 1.2840.14 5 3.1040.335
AcMmax (mg/mL) 0.7840.15 1.5240.12 3.5540.29¢ 3.7540.033¢
NGE) 0.03545.42x103,  0.03045.22x10*,  0.03641.40x103,  0.032+2.43x1034
Yxoic 0.1343.78x102,  0.1249.23x103s  0.3047.15x102c  0.1849.39x103p
(cel*pmol?t)

Y Laci 4.3149.05x101,  4.7142.47x101,  4.13+6.2x1074 5.9342.94x1015
(pmol*cel?)

YxGin 0.894+1.94x101s  0.76+6.5x102p 0.9241.76x101s  0.7746.67x102g
(cel*pmol?)

Yol 0.19464.45x102,  0.0943.42x102g  0.0845.39x102g  0.09+1.00x102g
(pmol*cel?)

YGliuGin 0.16+5.75x1073 5 0.0641.98x102p 0.0744.07x102g 0.0741.28x102¢g

(mmol*mmol?)

Y Lac/Glc

(mmol*mmol-1)

0.54+46.99x102 A

0.5542.73x102 5

1.22+41.34x10%s

1.08+4.06x102p

Jalc
(pmol*cel**h-1)

0.284-5.51x102 A

0.25+1.67x102p

0.124-2.26x10? ¢

0.184+1.37x102p

(Lac

(pmol*cel**h-1)

0.154-1.05x1072 A

0.14+4.89x103 A

0.154-1.76x102 A

0.19+47.39x103 g

gcin 0.044-3.63x103 5 0.0443.58x103 5 0.044-5.62x103 o 0.044-2.52x103 A
(pmol*celt*h?)

gelu 0.006+6.58x10%a  0.00349.76x10*g  0.003+1.82x103g  0.003+3.71x10*s
(pmol*celt*h-t)

QAcMm 2.04:0.09 A 3.840.1858 6.640.05¢ 7.310.72¢

(pg*celt*dia?)
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Figura 23. Produccion de AcM de la sub clona B con y sin Aza en cultivo en lote. A)
Concentracion de AcM producido. B) Velocidades especificas de produccién del AcM. Los
valores promedio (puntos) se presentan con la desviacion estandar (barras) de cultivos por
triplicado en matraz a 37°C, 5%C02, 130 rpm. Hubo significancia estadistica en la qP con
un valor p<0.5
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Figura 24. Produccion de AcM de la sub clona C con y sin Aza en cultivo en lote.
A) Concentracion de AcM producido. B) Velocidades especificas de produccion del
AcM Los valores promedio (puntos) se presentan con la desviacion estandar (barras)
de cultivos por triplicado en matraz a 37°C, 5%C02, 130 rpm. No hubo significancia
estadistica en la gP con un valor p>0.5

El cambio mas significativo se encontr6 en la produccién del AcM de la sub clona B

con un aumento estadisticamente significativo en su gr de casi el doble, para llegar
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a 3.84+0.18 pg*celt*dia?, (Fig. 23) a diferencia de la sub clona C cuya gr no mostré
un aumento estadisticamente significativo y se situ6 en de 7.30+0.72 pg*cel'*dia*
al adicionar 5AzaZ2 (Fig. 24). El bajo incremento de la productividad para la sub clona
C puede deberse a que ya era una clona altamente productora con un bajo
porcentaje de metilacion, el cual permite la expresion éptima del transgén y/o de
enzimas claves para la produccion y transporte del anticuerpo (Weinguny et al.,
2020). Por lo tanto, pareciera que disminuir ain mas dicho porcentaje de metilacién
no resulta tan benéfico como para la sub Clona B. Otro factor importante es una
posible desmetilacion del promotor del transgén de una o ambas cadenas del AcM
que favorece su expresion (Qi et al., 2019) o bien al cambio en la expresién de
proteinas transportadoras que permiten una mejor secrecion de este (Kaneyoshi et
al., 2018).

El sitio de metilacion es un factor muy importante en la productividad y
heterogeneidad celular. Esto lo vemos al comparar las gr de ambas sub clonas
después del tratamiento con el inhibidor, donde, la nueva produccién de la sub clona
B no alcanza la productividad de la sub clona C, a pesar de presentar el mismo
porcentaje de 5mC. Esto implica que la distribucion particular de la metilacién en el
ADN, determina la respuesta de la célula tanto en su productividad como en su
fisiologia y metabolismo, lo que hace aun mas interesante un estudio de
secuenciacion para determinar los sitios de metilacion y si existen diferencias
puntuales entre estas dos sub clonas.

Ademas de lo anterior el sitio de integracion juega un papel importante en la
productividad de las células. Si bien la integracion del transgén es un evento
completamente azaroso, se ha reportado que existen regiones “susceptibles” a la
integracion como lo reportan Li et al. (2016). Este grupo encontré que existe una
mayor probabilidad de integracién del transgén en la region terminal del cromosoma
1 (1q 13), cerca de la region telomérica donde los niveles de metilacibn son menores
y por tanto la expresion del transgén fue mas estable, similar a lo reportado por
Yoshikawa y colaboradores en el 2000. Sin embargo, no todas las clonas de tipo
telomérico (aquellas donde el transgén se insertd en o cerca de los telomeros) son
estables y productivas debido a la elevada tasa de recambio. Drouza vy

colaboradores (2006) reportan que la integracion también puede ocurrir y
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sostenerse en otras regiones por ejemplo del cromosoma Z3 y Z4 donde se ha
observado alta variabilidad en la metilacion (Braga et al., 2015).

Esto se debe a una integracion en, o cerca de, una region de heterocromatina
que da como resultado un silenciamiento de la expresion, mientras que la
integracion en una regién de eucromatina mantendra activa la transcripcion del
transgén (Kwaks & Otte, 2006). Sin embargo, resulta interesante que Li et al (2016)
observaron una situacion diferente donde de todas las posibles regiones de
integracion, de hacerlo cercano a los extremos en regiones ricas en heterocromatina
resultara en una mayor estabilidad al transgén y permitira que se exprese durante
mayor tiempo en comparacién con un contexto genético de eucromatina, mucho
mas susceptible a recombinacién y reordenamiento cromosoémico. Esto indica que
otros factores, ademas del sitio de integracion y el grado de metilacién del ADN,
tienen un impacto en la expresion transgénica y por tanto en las caracteristicas
cinéticas y bioquimicas celulares.

Para finalizar, en la Fig. 25 se muestra el perfil de N-glicosilacion del AcM
modelo producido en presencia del inhibidor 5Aza2. No hubo cambio
estadisticamente significativo en las estructuras encontradas ni en su abundancia
relativa, con excepcion de un aumento significativo en la abundancia de estructuras
hibridas para la subclona C. Se ha reportado que para células humanas el efecto
del 5Aza2 puede no ser aleatorio (Tabolacci et al., 2016; Suzuki et al., 2002) aunque
no se ha reportado nada para células CHO. Sin embargo, el trabajo de Suzuki y
colaboradores (2002) reporté 51 genes que se encuentran regulados bajo el efecto
de 5Aza2, la mayoria de esto implicados en vias de sefializacién, crecimiento y
diferenciacion celular, pero ninguno de ellos aporta a la via de N-glicosilacion, lo
que puede explicar porque no se encontraron diferencias significativas con el
tratamiento para la mayoria de las estructuras propuestas del AcM.

Por otro lado, en el caso de las estructuras hibridas para la subclona C, se
ha reportado en la literatura que una mayor presencia de este oligosacéarido con N-
acetilglucosamina terminal puede aumentar la tasa de eliminacion del AcM en suero,
probablemente disminuyendo su efectividad. Por esta razén también seria

recomendable realizar estudios de farmacocinética del AcM para determinar si este
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Figura 25. Perfil de N-glicosilacién de las sub clonas B y C en cultivo en lote con y sin Aza.
A) Sub clona B. Izquierda: abundancia relativa de estructuras fucosiladas, complejas con y sin
galactosa terminal. Derecha: estructuras con dos galactosas terminales, altos en manosa e hibridas.
B) Sub clona C. Izquierda: abundancia relativa de estructuras fucosiladas, complejas con y sin
galactgosa terminal. Derecha: estructuras con dos galactosas terminales, altos en manosa e
hibridas. Los valores promedio se muestran con la desviacion estandar (barras) de cultivos por
triplicado en matraz a 37°C, 5%CQO2, 130 rpm. Hubo significancia estadistica en la abundancia
relativa de las estructuras hibridas para la subclona C con un valor p<0.5
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X. Conclusiones

La hipometilacion en el ADN provoc6 cambios en la fisiologia y metabolismo de
subclonas de células CHO recombinantes, mostrando que la metilacién del ADN si
juega un papel significativo en su heterogeneidad, incluyendo en la produccion del
AcM modelo para el que fueron disefiadas; exponiendo que la inhibicion de la
DNTM1 puede aumentar la productividad en subclonas altamente metiladas sin
alterar su perfil de metilacion cumpliendo los objetivos planteados de este trabajo.
Ademas, se concluye qué:
Existen diferencias cinéticas y fisiologicas en las cuatro sub clonas estudiadas en
términos de su rendimiento de biomasa respecto a la glucosa y glutamina como
fuentes de carbono y nitrégeno, asi como en la produccion de metabolitos de
desecho y en la produccién del AcM modelo.
De las cuatro sub clonas estudiadas la sub clona C fue la mejor productora de AcM
como se aprecia en su productividad especifica con un valor de 6.6+0.05 pg*cel'*dia-
1 mientras que la sub Clona B, fue la menor con una produccion de 2.0+0.09 pg*cel
*dial. En comparacion, las sub clona Ay D que presentan una produccién similar
del AcM modelo e intermedia a las sub clonas By C.
A pesar de que el efecto de 5Aza2 puede no ser aleatorio sobre ciertos genes, no
hubo diferencias en el perfil de N-glicosilacién del AcM modelo producido por las
cuatro sub clonas estudiadas. Por lo que la maquinaria de glicosilacién no se ve
afectada por el inhibidor. Esto se observa en las estructuras propuestas y en la
abundancia relativa de cada uno de los oligosacaridos que van desde estructuras
simples como paucimanosas hasta estructuras mas complejas con y sin fucosa con
galactosa terminal.
Existe una diferencia en el grado de metilacién del ADN entre las sub clona By C,
siendo la sub clona B la que tiene un mayor grado de 5mC con un valor de
69.65+5.98% lo que implica un mayor silenciamiento del ADN, y por tanto una menor
expresion del transgén y/o proteinas y enzimas claves para el procesamiento del
ARN mensajero y del AcM.
El uso del inhibidor 5Aza2 disminuyd el grado de metilacion de las sub clonas By C

a valores de 45.46+7.8% y 42.13+£6.75%, respectivamente. A pesar de esto la
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productividad especifica entre ambas sub clonas fue diferente por lo que se puede
argumentar que el sitio de metilacion también juega un papel importante en la
heterogeneidad celular, aunque esto no se determiné en el presente estudio.

Se logro un incremento en la productividad especifica del AcM modelo mediante el
tratamiento con el inhibidor 5Aza2 para la sub clona B, alcanzando un valor de
3.84+0.18 pg*cel'*dia?, pero no para la sub clona C. Probablemente esto de deba a
que la sub clona C ya era una muy buena productora con un bajo grado de
metilacion antes del tratamiento, lo que probablemente resulta en una posibilidad
reducida de favorecer aun mas la expresion del transgén, asi como el

procesamiento del AcM.
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XI1. Perspectivas

Seria interesante evaluar el nivel de expresion del transgén del AcM mediante g-
RTPCR, para determinar si existe un fendmeno de silenciamiento por metilacion a
nivel del promotor que repercuta en la productividad inicial observada. Esto servira
para acotar aun mas cual la regiéon metilada o desmetilada podria ser responsable
de la heterogeneidad observada de las sub clonas estudiadas en este trabajo.
Igualmente, seria relevante desde el punto de vista del bioproceso determinar si el
efecto del inhibidor 5Aza2 es permanente o transitorio, y de ser asi, cuanto tiempo
se mantiene el fenotipo encontrado. Esto se podra determinar mediante cultivos a
distinto pase celular después del tratamiento con 5Aza2 evaluando la productividad
del AcM modelo, con la finalidad de aprovechar su efecto benéfico mas adelante en
cultivos a mayor escala o cultivos continuos.

Para ampliar las conclusiones se podra probar otros métodos para cambiar el grado
de metilacion del genoma como métodos no quimicos; por ejemplo, mediante RNA
de interferencia. Esto como estrategia para aumentar la produccién especifica de la
sub clonas al no verse comprometido su crecimiento por la citotoxicidad del 5Aza2.
Seria deseable también realizar la secuenciacién del metiloma completo para las
sub clonas estudiadas con el fin de poder encontrar las regiones y genes que
pudieran estar sujetos a un silenciamiento por metilacion y que sean claves para la
diferencia en la heterogeneidad encontrada.

Finalmente, evaluar si el fenotipo encontrado para las subclonas estudiadas puede
darse también desmetilando de forma dirigida el transgén u otras proteinas
involucradas en el procesamiento y transporte mediante el sistema CRISPR-Cas
podria arrojar resultados relevantes tanto para el entendimiento de los mecanismos

epigenéticos como desde el punto de vista practico para mejorar los bioprocesos.
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XIIl. Anexos

En la Figura S1 se muestran los geles de electroforesis obtenidos de los AcM
de las Clonas A-D. Se observan las bandas esperadas alrededor de 50 y 25 kD
correspondientes a las cadenas pesada y ligera, respectivamente; asi como la

banda a 150 kD en la muestra sin reducir. Esto indica que la purificacion se hizo

correctamente.
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Figura S1. Purificacién del AcM. Geles de SDS-PAGE para el AcM producido por
las clonas A-D. Leyenda: 1) Marcador de peso molecular; 2) Sobrenadante sin purificar;

3) Muestra no adherida a la columna; 4) AcM purificado (muestra reducida); 5) AcM
purificado (muestra sin reducir).
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Para encontrar la dosis minima y necesaria del inhibidor 5-Aza-2deoxitidina se
realizaron cinéticas de crecimiento a distinta concentracion, evaluando la tasa de
crecimiento y viabilidad. Se determiné que 4 uM era la dosis adecuada ya que no

comprometia el crecimiento de la célula.
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Figura S2. Concentracién minimay necesaria del inhibidor. Para determinar la
dosis minima y necesaria del inhibidor que no comprometiera la viabilidad ni el
crecimiento de las células, se probaron distintas concentraciones para la sub clona
ByC:3uM, 4uM y 5uM. Se decidié trabajar con 4 pM.
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Figura S3. Curva estdndar de porcentaje de metilacion del ADN. Para determinar el
grado de metilacion del ADN se construy0 esta curva con estandares con distintos grados
de metilacion: 0.1%, 0.2%, 0.5%, 1%, 2% y 5%. Se utiliz6 la ecuacion de la recta para
calcular los porcentajes de metilacion de las sub Clonas estudiadas.
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