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RESUMEN

Las células de ovario de hamster chino (CHO) representan el principal hospedero para
la produccion de proteinas recombinantes (PR) de uso terapéutico. La ingenieria genética de
blancos proteicos de la via clasica de secrecion (VCS) ofrece una alternativa para la
obtencion de clonas de células CHO mas productivas, por la participacion de esta via en la
sintesis, transporte, modificacién y secrecion de las PR. Dado que la identificacién de estos
blancos se ha basado en la acumulacion diferencial de proteinas entre homogenizados de
células con diferente productividad de una misma PR, la cantidad de proteinas de la VCS
gue se han relacionado hasta el momento con la productividad, es reducida. Por ello, en la
presente tesis se empled la protedmica subcelular para incrementar la identificacion de
blancos proteicos de la VCS asociados a variaciones en la productividad especifica (qp) de
PR. Las fracciones subcelulares enriquecidas en organelos de esta via se obtuvieron de las
lineas celulares CRL-12444 y CRL-12445, productoras de un anticuerpo monoclonal (AcM)
anti interleucina 8 (IL-8) humana, mediante centrifugacion diferencial e isopicnica. Ambas
clonas mostraron una diferencia de 26 veces en la qp del AcM. Como resultado del analisis
protedbmico comparativo se identificaron 493 proteinas con una acumulacién diferencial entre
ambas lineas celulares, de las cuales alrededor de un tercio se asignaron a la VCS. La
clasificacion de estos blancos mostré que el aumento de componentes que participan en la
sintesis y translocacién de proteinas, autofagia, degradacion proteosomal y el transporte
vesicular temprano y tardio de la via de secrecion, la disminucion de aquellos involucrados
en la produccion de componentes de la matriz extracelular y otras proteinas secretadas, y el
cambio de varios relacionados con el transporte intra-Golgi y el control del calcio del lumen
del reticulo endoplasmico (RE), se asociaron a un fenotipo de mayor productividad. Por otra
parte, el estrés del RE y la respuesta a proteinas mal plegadas fueron los procesos menos
representados en las células mas productoras. Alrededor del 78% de las proteinas con
acumulacion diferencial fueron identificadas como nuevos blancos que no han sido
reportados previamente. La identificacion de proteinas de la VCS asociadas a la qgp, en la
presente tesis, provee a la comunidad cientifica de una lista de blancos potenciales, cuya
modulacién pudiera incrementar la sintesis, transporte y secrecion de PR en estas células de

alto valor biotecnoldgico, y tener un impacto positivo en los bioprocesos actuales.



SUMMARY

Chinese hamster ovary (CHO) cells represent the main host for the production of
recombinant proteins (RP) with therapeutic use. Genetic engineering of protein targets from
the classical secretion pathway (CSP) offers an alternative for obtaining more productive
CHO cell clones, due to the participation of this pathway in the synthesis, transport,
modification and secretion of RP. Since the identification of these targets has been based on
the differential accumulation of proteins between homogenates of cells with different
productivity of the same RP, the number of proteins from the CSP that have been related to
productivity so far is low. Therefore, in the present thesis, subcellular proteomics was used to
increase the identification of protein targets from the VCS that are associated with variations
in the specific productivity (qp) of RP. Subcellular fractions enriched in organelles of this
pathway were obtained from cell lines CRL-12444 and CRL-12445, which secrete an anti-
human interleukin 8 (IL-8) monoclonal antibody (mAb), by differential and isopycnic
centrifugation. Both clones showed a 26-fold difference in mAb gp. As a result of the
comparative proteomic analysis, 493 proteins with a differential accumulation between both
cell lines were identified, of which about a third were assigned to the CSP. The classification
of these targets showed that the increase of components that participate in the synthesis and
translocation of proteins, autophagy, proteasomal degradation, and vesicular transport of
early and late secretion pathway, the decrease of those involved in the production of
components of the extracellular matrix and other secreted proteins, and the change of several
related to intra-Golgi transport and calcium control in the endoplasmic reticulum (ER) lumen,
were associated with a higher productivity phenotype. On the other hand, ER stress and the
unfolded protein response were the least represented processes in the higher producing cells.
About 78% of proteins with differential accumulation were identified as new targets that have
not been previously reported. The identification of proteins from the CSP associated to qp, in
this thesis, provides the scientific community with a list of potential targets, whose modulation
could increase the synthesis, transport and secretion of RP in these cells of high

biotechnological value, and could have a positive impact on current bioprocesses.

xi



I. INTRODUCCION

La produccién de proteinas a través de la tecnologia del ADN recombinante es el
bioproceso preferido para la obtencién de estas biomoléculas, debido a que su purificacién a
partir de fuentes naturales es costosa y las cantidades recuperadas son bajas (Mahmoud,
2006; Guevara-Hernandez et al., 2013). Las proteinas recombinantes (PR), obtenidas a
través de esta tecnologia, se han empleado para la deteccidon inmunologica, como
estandares, y en la caracterizacion biologica y estructural de nuevas proteinas en el area de
investigacion. Por otra parte, las aplicaciones industriales y farmacéuticas cubren el uso de
enzimas para la degradacion de desechos, la produccién de alimentos, bebidas y
combustibles, y su administracion como farmacos (Puetz y Wurm, 2019). La importancia de
las PR en el area de la salud se ve reflejada en el numero de biofarmacos aprobados por las
agencias reguladoras en EUA y la Union Europea, el cual alcanzé la cifra de 155 entre 2014
y 2018. El impacto econdmico de estas terapias en el mercado se refleja en un total de 651

billones de ddlares en ventas acumulativas en este mismo periodo (Walsh, 2018).

Aunque diferentes hospederos como bacterias y levaduras, entre otros, han sido
empleados para la expresion de PR (Palomares et al., 2004; Mahmoud, 2006;
Bandaranayake y Almo, 2014), las células de mamiferos han representado un gran avance,
debido a pueden realizar modificaciones post-traduccionales (MPT) de las que dependen las
propiedades estructurales y bioldgicas, vitales en proteinas terapéuticas (Hansson y Stenflo,
2005; Orlova et al., 2012; Hmiel et al., 2015).

Entre los diferentes hospederos para la produccién de PR destacan las células de
ovario de hamster chino (CHO), en las cuales se han obtenido el 84% de todos los
anticuerpos recombinantes aprobados entre 2015 y 2018 (Walsh, 2018). Entre las ventajas
del uso de estas células destacan su bioseguridad viral (Nixdorf et al., 1999; Berting et al.,
2010; Himmelsbach y Hildt, 2018), un perfil de glicosilacion compatible con humanos (Goh y
Ng, 2018), el desarrollo de medios de cultivo y suplementos especificos (Reinhart et al.,
2015; Pan et al., 2017a; Ritacco et al., 2018; Pérez-Rodriguez et al., 2020a), la disponibilidad
de varias sublineas con diferentes fenotipos (Xu et al., 2017; Lakshmanan et al., 2019;
Reinhart et al., 2019), y el desarrollo de vectores de expresion y estrategias de seleccion

para la obtencién de clonas de mayor productividad (Ho et al., 2012; Chin et al., 2015).

Dadas las ventajas de estas células, el alto costo de los biofarmacéuticos (Puetz y

Wurm, 2019) y el requerimiento de dosis elevadas en algunos tratamientos (Chames et al.,



2009; Kim et al., 2011), se han realizado estudios genomicos, transcriptomicos, protedmicos
y metabolémicos para comprender los mecanismos celulares que gobiernan la produccion de
PR con la finalidad de incrementar su productividad (Baycin-Hizal et al., 2012; Dietmair et al.,
2012; Rupp et al., 2014, 2018). En este contexto, se ha sefalado a la via clasica de
secrecion (VCS) como un paso limitante para el aumento de la produccién de PR (Bolt et al.,
2007; Peng et al., 2010; Hasegawa et al., 2011), por lo que su estudio en clonas con una
productividad diferente de una misma PR permitiria identificar procesos y moléculas
especificas que pudieran convertirse en blancos de la ingenieria celular. Por tanto, en la
presente tesis se establecid como objetivo la identificacion de proteinas de esta via con una
acumulacion diferencial entre clonas con diferente productividad especifica (qp) de una
misma PR modelo. Como proteina de estudio se selecciond un anticuerpo humanizado de
isotipo 1gG1 que reconoce la interleucina 8 (IL-8) humana, secretado por las células CRL-
12444 y CRL-12445 de la Coleccién Americana de Cultivos Tipo (ATCC) (Gonzalez et al.,
2000).

Dado que los estudios protedmicos previos de comparacion entre clonas de células
CHO con diferente productividad de PR han empleado homogenizados celulares como su
muestra de estudio (Nissom et al., 2006; Meleady et al., 2008; Carlage et al., 2009; Ho, 2013;
Kang et al., 2014; Orellana et al., 2015; Sommeregger et al., 2016; Hausmann et al., 2018), la
mayoria de las proteinas identificadas asociadas a cambios en la productividad celular
pertenecen a aquellas de mayor abundancia, con una cobertura limitada del resto, entre las
que se encuentran las pertenecientes a la VCS. Teniendo en cuenta esta limitante, en el
presente estudio se empled el fraccionamiento subcelular acoplado a espectrometria de
masas para realizar un analisis protedmico diferencial de los organelos de la VCS entre
ambas lineas celulares. Adicionalmente, se evaluaron tres meétodos de precipitacion de
proteinas [metanol-cloroformo (M/C), acetona y acido tricloroacético-acetona (TCA-acetona)]

para seleccionar el de mayor eficiencia de recuperaciéon de proteinas de células CHO.

La tesis se encuentra dividida en 4 capitulos de acuerdo con el orden experimental y
los objetivos propuestos. El capitulo | describe el cultivo celular y su caracterizacion
(Comparacion del cultivo celular de las lineas CRL-12444 y CRL-12445), el |l
(Fraccionamiento subcelular) y el Il (Precipitacién de proteinas para la preparacién de
muestras para estudios protedmicos) la optimizacion del fraccionamiento celular vy

precipitacion de proteinas, respectivamente, y en el IV (Protedémica diferencial de la VCS de



células CHO productoras de un anticuerpo recombinante) se identifican y clasifican las

proteinas con una abundancia diferente entre ambas lineas celulares en estudio.

La acumulacion diferencial de varias proteinas asociadas a la VCS identificadas en el
presente trabajo demostré que los procesos de traduccion de proteinas, su translocacién al
RE, incorporacién a vesiculas, trafico intracelular, MPT y catabolismo, junto con el control de
la homeostasis y morfologia de los organelos de esta via, la disminucién de la secrecion de
otras proteinas y el control de la autofagia constituyen procesos que probablemente modulen
la secrecion de PR en las células CHO. Ademas de los blancos de la VCS, la manipulacion
de la expresion de proteinas provenientes de otros organelos celulares también podria
contribuir al incremento de la productividad a través del metabolismo de acidos nucleicos,
carbono, nitrégeno y energético, sefalizacion celular, organizacién del citoesqueleto,
defensas antioxidantes, entre otros. La modificacion de estos procesos en esta y otras lineas
celulares de mamiferos comunmente empleadas en la obtencién de estos biofarmacos
podria incrementar la obtencion de PR e impactar positivamente en los bioprocesos de

células de mamiferos.



Il. HIPOTESIS

El incremento en la productividad especifica de células CHO recombinantes
productoras de un anticuerpo monoclonal (AcM) anti IL-8 humana esta asociado a una mayor

sintesis, transporte y metabolismo de proteinas en la via clasica de secrecion.
lil. OBJETIVOS
3.1 GENERAL

Determinar las proteinas pertenecientes a la via clasica de secrecion (Reticulo
endoplasmatico [RE] y Aparato de Golgi [AG]) con una acumulacion diferencial entre dos
clonas de células CHO cultivadas en suspension, con diferente productividad especifica de

un AcM anti IL-8 humana, a partir de la protedmica subcelular.
3.2 ESPECIFICOS

1. Caracterizar la cinética de crecimiento y productividad especifica de las clonas
CRL12444 y CRL12445 secretoras del AcM anti IL-8, en cultivos en suspension en medio

libre de suero.

2. Desarrollar y evaluar un protocolo de fraccionamiento subcelular para la obtencién de
fracciones enriquecidas en organelos de la via clasica de secrecién de células CHO.

3. Identificar protocolos de precipitacion de proteinas con la mayor eficiencia de
recuperacion para células CHO.

4. Proponer un modelo mediante el cual el aumento de la productividad especifica de
células CHO se haya asociado a la acumulacién diferencial de blancos relacionados con la

sintesis, transporte y metabolismo de proteinas en la via clasica de secrecion.



IV. CAPITULO I: COMPARACION DEL CULTIVO CELULAR DE LAS LINEAS CRL-12444 Y
CRL-12445

4.1 ANTECEDENTES
Las células CRL-12444 y CRL-12445 secretan un anticuerpo humanizado de isotipo

IgG1 que reconoce la IL-8 humana e inhibe su unién in vitro a los neutrdéfilos, con lo cual
disminuye la migracion y activacion de estas células (Gonzalez et al., 2000). De ambas
células, la linea CRL-12445 ha sido empleada como modelo para el estudio del efecto de
varios factores en el crecimiento y productividad (Heinrich et al., 2011; Haredy et al., 2013;
Klausing et al., 2013; Sanchez-Kopper et al., 2016), la metilacion del genoma (Wippermann
et al., 2014, 2015, 2017), la glicosilacion de proteinas (Krahn et al., 2017) y el cambio del
fosfoproteoma (Kaushik et al., 2018). Los parametros de crecimiento celular, velocidad
especifica de crecimiento (u) y densidad celular maxima, para esta linea, varian en un rango
de 0.015-0.044 h' y 0.6-15.0 x 108 células/mL, respectivamente, en dependencia de los
medios, aditivos y condiciones de cultivo. En cuanto a la produccion del AcM, su qp se ha
determinado en un rango de 3.6-7.5 pg/célula/dia (pcd), mientras su concentracion en el

sobrenadante ha sido mucho mas variable (1-325 mg/L) (Anexo 1).

Por el contrario, la caracterizacién cinética, metabdlica y de productividad de las
células CRL-12444 no se ha documentado, lo que pone de manifiesto la necesidad de
caracterizar ambas lineas celulares bajo las mismas condiciones de cultivo previo al estudio
diferencial de sus proteomas, con el objetivo de conocer su crecimiento, metabolismo y la

diferencia relativa de la qp entre ambas.

4.2 MATERIALES Y METODOS
4.2.1 Lineas celulares y condiciones de cultivo

Las lineas celulares CHO DP-12 clon #1933 CRL-12444 y CHO DP-12 clon #1934
CRL-12445 se obtuvieron de la ATCC y se emplearon para el estudio de proteémica
diferencial. Ambas clonas se adaptaron al medio de cultivo CDM4CHO (Hyclone, Logan, UT,
EUA), suplementado con 6 mM de glutamina estable (Dipéptido alanil-glutamina, Biowest
LLC, Kansas City, MO, EUA), 0.002 mg/mL Humulin N (Eli Lilly, Indianapolis, IN, EUA) y 200

nM de metotrexato (Pfizer, Nueva York, NY, EUA). Las células se sembraron a 0.50 x 10°



células/mL en frascos Erlenmeyers de 250 mL, con un volumen de llenado del 20%, a 37°C
en una atmodsfera de 5% COz2, en incubadora humidificada (Nuaire, Plymouth, MN, EUA). La
concentracion celular y viabilidad se determinaron mediante conteo cada 24 h en una camara

de Neubauer, usando el método de exclusion por Azul de Tripano (Strober, 2015).
4.2.2 Medicion de metabolitos e iones

La concentracion de glucosa, lactato, glutamato, amonio, sodio, potasio y calcio en los
sobrenadantes de cultivo se obtuvieron en el analizador bioquimico BioProfile FLEX2
Automated Cell Culture Analyzer (Nova Biomedical, Waltham, MA, EUA). Las velocidades
especificas de consumo o produccién (q) de estos metabolitos se calcularon en la fase
exponencial de crecimiento como la proporcion entre su concentracién neta y la integral de
células viables (IVCD), estimada como el area bajo la curva por el método del trapezoide en
el software GraphPad Prism v5.01 (Pan et al., 2017a).

4.2.3 Cuantificacion de qp

La concentracion de AcM en el sobrenadante de cultivo se midié mediante Human 1gG
ELISA Quantitation Set (E80-104, Bethyl Laboratories, Inc., TX, EUA), siguiendo el protocolo
sugerido por el fabricante. El sustrato de la enzima peroxidasa, SigmaFast OPD (Sigma-
Aldrich, Merck KGaA, Darmstadt, Alemania), se prepar6 de acuerdo con las
recomendaciones del fabricante, y se incubd durante 15 min a temperatura ambiente. La
reaccion enzimatica se detuvo con 10% (v/v) HCl y la lectura se realizdé a 490 nm. La qp se
calcul6 en la fase exponencial de crecimiento como la proporcion entre la cantidad neta de

producto y la IVCD.
4.2.4 Purificacion del AcM anti IL-8 humana

El sobrenadante de cultivo se centrifugdé a 185 x g durante 5 min, se diluyé dos veces
en tampdn de equilibrio (150 mM NaCl, 20 mM fosfato de sodio, pH 7.2) y se filtré a través de
0.2 ym. La purificacion del AcM se realizé por afinidad a una columna de Proteina A —
Agarosa (MabSelect SuRe, GE Healthcare Bio-Sciences, EUA), donde se eluyé con 0.1 M de
citrato de sodio pH 3.0, se neutralizé su pH con 5% (v/v) de 1 M Tris-HCI pH 9.0 y se dializ6
en tampon fosfato (PBS, 137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 8.1 mM Na2HPO4, 1.8 mM KH2PO4) a
4°C. La pureza e integridad de los anticuerpos purificados se verifico en geles de SDS-PAGE
al 7.5% (condiciones no reductoras) y 12% (condiciones reductoras).

4.2.5 Cuantificacion de proteinas



La concentracion de proteinas se determiné por el método de Bradford en microplacas
de 96 pocillos, con el reactivo Dye Reagent Concentrate (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA),
siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante. La albumina de suero bovino (BSA,

GE Healthcare Bio-Sciences, EUA) se empled como estandar en un rango de 0-0.5 mg/mL.
4.2.6 Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida

Las muestras se mezclaron con tampoén Laemmli a una concentracién final de 60 mM
Tris-HCI pH 6.6, suplementado con 10% (v/v) glicerol, 70 mM SDS y 0.2 mM azul de
bromofenol, con (condiciones reductoras) o sin (condiciones no reductoras) 2.5% (v/v) 2-
mercaptoetanol (2-ME). Posteriormente se calentaron a 95°C durante 5 min, excepto
aquellas previamente solubilizadas en tampon de isoelectroenfoque (IEF, 7 M urea, 2 M
tiourea, 2% [m/v] CHAPS, 40 mM DTT), se centrifugaron a 8,161 x g por 5 min y se aplicaron
a geles de SDS-PAGE al 7.5, 12 o0 15%. Se seleccioné el reactivo Page Ruler Prestained
Protein Ladder (ThermoFisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA) como marcador de
peso molecular (PM). La separacién de las proteinas se llevd a cabo en un sistema vertical
de electroforesis de proteinas SE260 Mighty Small || Deluxe Mini (Hoefer, Holliston, EUA), a
una corriente constante de 60 mA, con Tris-Glicina (25 mM Tris, 192 mM glicina, 0.1% [m/v]
SDS, pH 8.3) como tampon de corrida. Los geles se tifieron con Azul de Coomasie Brilliant
Blue R250 (Sigma-Aldrich, Merck KGaA, Darmstadt, Alemania), y se destifieron en una

solucién de 5% (v/v) metanol y 7.5% (v/v) acido acético (Hervieu, 1997).
4.2.7 Cepas de E. coli y condiciones de cultivo

La IL-8 humana, antigeno del AcM producido por las células CRL-12444 y CRL-12445,
se expresd de manera recombinante en E. coli. Colonias resistentes a ampicilina (100 pg/mL)
de células BL21(DE3) transformadas con el plasmido IL-8-pMCSG7 (DNASU, Arizona State
University, Arizona, EUA), se cultivaron en medio LB suplementado, a 37°C, 150 rpm durante
16 h. La expresion de IL-8 se indujo en cultivos frescos con 1 mM IPTG, y tras 4 h post-
induccion las células se centrifugaron a 8,161 x g por 10 min, se suspendieron en 100 mM
NaCl, 1 mM EDTA, 50 mM Tris-HCI, pH 8.0, y se lisaron por ciclos de congelacion-
descongelacién (CD) y sonicacion (Soniprep 150, MSE, Heathfield, East Sussex, Reino
Unido). El homogenizado resultante se mezclé con tampén IEF, se centrifugd a 16,000 x g
durante 25 min, se precipitd con acetona, se solubilizé en tampdn IEF y se aplicd a geles de



poliacrilamida al 15% en condiciones reductoras (Crowell et al., 2013, Haddad et al., 2015,
Wu et al., 2009).

4.2.8 Actividad biolégica de AcM anti IL-8 mediante ensayos de western blot (WB)

La actividad biolégica de los AcM anti IL-8 purificados se verifico por el reconocimiento
de IL-8 humana, en homogenizados de E. coli recombinante, mediante WB. Los geles de
SDS-PAGE se transfirieron a membranas de PVDF en un equipo Trans-Blot SD Semi-dry
Transfer Cell (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA), a un voltaje constante de 20 V durante 60 min.
Las membranas se bloquearon en 3% (m/v) de leche descremada, 0.05% (v/v) Tween-20 en
PBS durante 1 h y se incubaron con 5 yg/mL de cada AcM en solucién de bloqueo durante 2
h. El anticuerpo secundario, anti IgG humano conjugado a la enzima peroxidasa (1:1200) se
incubd durante 1 h y las membranas se revelaron en 0.05% (m/v) 3,3'-diaminobencidina y
0.001% de 30% H202 en PBS.

4.2.9 Procesamiento de imagenes

Las imagenes de SDS-PAGE y WB se adquirieron en un equipo Gel Doc EZ imager
con el software Image Lab, v6.0.1 (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA). El analisis cuantitativo de
las imagenes se realiz6 en el software Imaged v1.52a (National Institutes of Health,
Bethesda, Maryland, EUA) (Schindelin et al., 2015).

4.3 RESULTADOS

La cinética de crecimiento de las lineas celulares CRL-12444 y CRL-12445 se muestra
en la Figura 1A, asi como los perfiles de los metabolitos glucosa, lactato, glutamina,
glutamato y amonio (Fig 1B-F), y de los iones sodio, potasio y calcio (Fig 1G-l). Los

parametros cinéticos y estequiométricos se muestran en la Tabla I.

A pesar de presentar ambas lineas celulares similar perfil de crecimiento, y y tiempo
de duplicacion (tp), las células CRL-12444 mostraron una velocidad especifica de consumo
de glucosa (qarc) y de produccion de lactato (qrac) 30.9% y 65.2% mayor que CRL-12445,
respectivamente, lo que se tradujo en una proporcién lactato/glucosa (Lac/Glc) 1.39 veces
mayor (Tabla I). En estas mismas células también se incrementd la velocidad especifica de
producciéon de glutamato (qei) y de amonio (gnHe+) en 4.5 y 2.1 veces, respectivamente
(Tabla 1), mientras que la glutamina se consumidé en su totalidad para el dia 6. Por el

contrario, una concentracion de 2.72 mM de glutamina aun permanecioé en el sobrenadante



de las ceélulas CRL-12445 para este dia de cultivo (Fig 1D). La concentracion de glutamina
como aminoacido libre en el medio de cultivo es el resultado de la importacion del dipéptido
alanil-glutamina al interior celular, su escision por peptidasas, y el consumo intracelular y la
exportacion al exterior celular de la glutamina (Sanchez-Kopper et al., 2016). Dado que el
analizador bioquimico solo permite cuantificar la glutamina como aminoacido libre, su
velocidad especifica de consumo no pudo calcularse. La concentracion de este dipéptido
puede determinarse, sin embargo, por derivatizacion quimica de aminoacidos acoplada a
cromatografia liquida (Imamoto et al., 2013). Los perfiles de iones no mostraron diferencias y
la gp del AcM anti IL-8 humana de las células CRL-12445 fue 26 veces mayor que la de las
células CRL-12444 (Tabla I). Esta diferencia en qp permitié realizar una comparacion
diferencial del proteoma de la VCS entre ambas células con el objetivo de identificar blancos

proteicos pertenecientes a estos organelos que estén asociados a una mayor sintesis,
transporte y metabolismo de proteinas.
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Fig 1. Cinética de crecimiento y perfiles de metabolitos. Se determiné la concentraciéon (circulos) y viabilidad (cuadrados) de las células
CRL-12444 (rellenos) y CRL-12445 (vacios) por el método de exclusion por Azul de tripano en camara de Neubauer (A). Se midi6 la
concentracion de glucosa (B), lactato (C), glutamina (D), glutamato (E), amonio (F), sodio (G), potasio (H) y calcio (I) en el sobrenadante de
cultivo de células CRL-12444 (circulos rellenos) y CRL-12445 (circulos vacios). La desviacién estandar se determiné a partir de tres réplicas

biolégicas.

Tabla I. Parametros cinéticos y estequiométricos de la cinética de crecimiento de células CRL-12444 y CRL-12445. La concentracion de
células viables y metabolitos en el sobrenadante se determin6é por método de exclusiéon de Azul de Tripano en camara de Neubauer y el
analizador bioquimico BioProfile FLEX2, respectivamente. La concentracion de AcM se determiné por ELISA. La desviacion estandar se
obtuvo a partir de tres réplicas bioldgicas. p: Velocidad especifica de crecimiento, tp: Tiempo de duplicacion, qg: Velocidad especifica de

consumo (-) o produccion (+), Glc: Glucosa, Lac: Lactato, Glu: Glutamato, g,: Productividad especifica.

Parametro CRL-12444 CRL-12445
p (h) 0.025+0.001 |0.024 + 0.001
to (h) 27.8+1.1 28.5+0.7
Concentracién celular maxima (108 células/mL) |5.72 + 0.57 4.65+0.10
qGlc (umol/108 células*h) -3.56 £ 0.21 -2.72+0.05
gLac (umol/108 células*h) 4.96 + 0.34 3.00+0.15
Proporcién Lac/Glc (mol/mol) 1.39 £ 0.01 1.11 £0.03
qGlu (umol/108 células*h) 0.27 £ 0.02 0.06 + 0.01
gNH," (umol/108 células*h) 1.06 +0.05 0.50 + 0.03
gK* (umol/10° células*h) -0.15+0.01 -0.09 £0.02
qCa?* (nmol/10° células*h) -7.54+£0.48 -4.27+£0.72
gp (10 pg/célula/dia) 0.41 £0.05 10.68 + 0.65

Ademas de la gp también se evalud la actividad biolégica de los AcM purificados
mediante el reconocimiento de su antigeno en WB. Como se demostré en condiciones
reductoras en SDS-PAGE, el AcM se purifico a homogeneidad pues solamente se
observaron las cadenas ligera y pesada (Fig 2A). En condiciones no reductoras se
observaron cuatro bandas de proteinas correspondientes a diferentes ensamblajes de las
cadenas ligera y pesada de esta proteina (Fig 2B). Los AcM de ambas lineas celulares
mostraron un reconocimiento similar de la IL-8 en ensayos de WB (Fig 2D-E), obtenida en

homogenizados de E. coli recombinante (Fig 2C).
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Fig 2. Purificacion y actividad bioldgica del AcM anti IL-8 humana. El AcM, secretado por las células CRL-12444 (Carril 1) o CRL-12445
(Carril 2) y purificado por afinidad a Proteina A, se aplicé a geles de poliacrilamida al 12% en condiciones reductoras (A) y al 7.5% en
condiciones no reductoras (B). La expresion de IL-8 humana en E. coli se observé en geles de poliacrilamida al 15% en condiciones
reductoras (C, carril 2). La actividad biolégica del AcM de células CRL-12444 (D, carril 2) y CRL-12445 (E, carril 2) se determin6 por
reconocimiento de su Ag en WB. Las células de E. coli no inducidas se emplearon como control negativo de la expresion (C, carril 1) y de la
unién del anticuerpo (D y E, carril 1). Las imagenes son representativas de dos réplicas biolégicas. Las flechas roja, azul y verde indican
bandas de IL-8 de 10-15, 15-25 y =35 kDa. PM: peso molecular.

4.4 DISCUSION

Las cinéticas de crecimiento de las lineas celulares CRL-12444 y CRL-12445 fueron
caracterizadas para proceder a la colecta de muestras durante la fase exponencial de
crecimiento, y comparar su metabolismo energético y qp. A pesar de una diferencia de 26
veces en la qp, ambas lineas celulares no difirieron en su p (Tabla |) y actividad bioldgica del
AcM secretado (Fig 2), lo que indica que para estas clonas el crecimiento celular no se
relaciona directamente con su productividad, y que las diferencias en la qp no afectaron la

capacidad del AcM de reconocer su antigeno.

Aunque en algunos reportes previos se ha determinado una relacién inversa entre y y
gr (Pan et al., 2017b, 2019; Vergara et al., 2018), otros estudios han caracterizado clonas
donde no se ha evidenciado esta correlaciéon (Chusainow et al, 2009; Dreesen vy
Fussenegger, 2011). La relacion negativa entre estos parametros pudiera ocurrir a qp>40 pcd,
dando lugar a una competencia entre el crecimiento y la produccién de proteinas por los
recursos celulares (Chusainow et al., 2009). La disminucidn de la densidad celular maxima y

la gp de las células CRL-12445 con respecto a reportes previos (Anexo 1), probablemente se
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produjo como consecuencia de las diferencias entre los medios, aditivos y formato de cultivo

empleados.

En cuanto al metabolismo, las células de mayor productividad (CRL-12445) mostraron
una eficiencia 28% mayor en la utilizacidén del carbono, representada por la relacion Lac/Glc
(Tabla 1), sugiriendo que la glucosa se canaliz6 mas eficientemente hacia el ciclo de Krebs
para la generacion de ATP y la produccién de proteinas. Congruentemente, se ha
demostrado que un menor flujo glucolitico se traduce en un estado metabdlico mas oxidativo
en lineas celulares de mayor productividad (Kim y Lee, 2007; Le et al., 2012; Young, 2013;
Konakovsky et al., 2016; Toussaint et al., 2016; Buchsteiner et al., 2018), donde la energia
excedente favorece un aumento de la biomasa (Le et al.,, 2012; Toussaint et al., 2016),

viabilidad (Buchsteiner et al., 2018) o, como en el presente caso, de la qp.

Una menor geiu y gnH4+ (Tabla 1), y la concentracion residual de glutamina a partir del
dia 4 de cultivo (Fig 1D), sugirieron una reduccioén del consumo de glutamina en las células
CRL-12445. Aunque la glutamina es necesaria para la sintesis de acidos grasos, nucledétidos,
aminoacidos y piruvato, la adiccion celular a este aminoacido puede generar un exceso de
los metabolitos nocivos amonio y lactato (Jin et al., 2016). Aunque el efecto de estos
metabolitos y las concentraciones a las cuales actuan varian para cada clona (Hong et al.,
2010, Lao y Toth, 1997, Xing et al., 2008), su disminucién favorece el crecimiento y la
productividad, y evita la apoptosis y la alteracion del patron de glicosilacion (Cruz et al., 2000;
Gawlitzek et al., 2000; Yang y Butler, 2000; Xing et al., 2008). Esta caracterizacion metabdlica
se complementd con el estudio proteémico para ayudar a dilucidar los procesos moleculares

que regulan la produccion de PR en estas células.
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V. CAPITULO II: FRACCIONAMIENTO SUBCELULAR

5.1 ANTECEDENTES

El fraccionamiento subcelular ha sido comunmente empleado durante el estudio de la
morfologia, composicion y estructura de organelos celulares (Baudhuin y Berthet, 1967;
Butler y Judah, 1970; Vance, 1990), la biologia celular y molecular (Spatuzza et al., 2004), y
mas recientemente, de la composicion celular a través de las tecnologias 6émicas (Yates et
al., 2005; Andreyev et al., 2010; Peng et al., 2012).

Entre sus ventajas se pueden mencionar la obtencién de fracciones enriquecidas en
compartimentos subcelulares para el estudio de procesos celulares in vitro (Balch et al.,
1984; Lavoie et al., 1996; Dominguez et al., 1999; Amodio et al., 2009) y de la composicidon
proteica de organelos (Foster et al., 2006; Gilchrist et al., 2006; Peng et al., 2012), la
localizacion y seguimiento intracelular de proteinas (Sun et al., 2006) y el analisis de MPT en
la VCS (Erra et al.,, 1999). La obtencién de proteomas de menor complejidad a partir de
fracciones enriquecidas en organelos (protedmica subcelular), facilita el procesamiento y
analisis de datos, el estudio de su composicién en diferentes estados celulares, la asignacion
de proteinas a compartimentos, la cuantificacion de proteinas de baja abundancia y la
identificacion de un mayor numero de especies proteicas (Dreger, 2003; Yates et al., 2005;
Drissi et al., 2013; Paulo et al., 2013).

Entre los protocolos de fraccionamiento subcelular, se destacan aquellos basados en
la centrifugacion diferencial e isopicnica, por su facilidad, robustez, grado de enriquecimiento
y rendimiento (Pasquali et al., 1999; Chandramouli y Qian, 2009; Lee et al., 2010; Drissi et
al., 2013). Especificamente en cuanto al aislamiento de organelos de la VCS, Erra y cols.
(1999) describieron un procedimiento de fraccionamiento en gradiente discontinuo de
sacarosa para su aislamiento, lo que permitié la separacién de RE, AG y el compartimento
intermedio reticulo endoplasmico-Golgi (ERGIC) en base a su densidad relativa.
Posteriormente, este mismo método fue adoptado por Amodio y cols. (2009) y Spatuzza y
cols. (2004) para estudiar los efectos del estrés del RE y del choque por estrés térmico,
respectivamente. Aunque el aislamiento selectivo de ERGIC ha sido reportado a partir de la
fusion del RE y AG en células tratadas con Brefeldina A, este método involucra la
modificacion de procesos y estructuras celulares no deseables en otros disefios

experimentales (Breuza et al., 2004). Gilchrist y cols. (2006) reportaron la elaboracién de un
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mapa protedmico de la VCS a partir de una estrategia combinada de centrifugacion
diferencial y en gradiente de sacarosa. A pesar de haber logrado un grado de
enriquecimiento 4 y 110 veces mayor del RE y AG, respectivamente, su implementacién

requiere de un protocolo especifico para cada uno de estos organelos.

Aunque existe una amplia variedad de técnicas y protocolos disponibles hasta el
momento para la obtencion de organelos, el desarrollo de un método universal de
fraccionamiento no es posible debido a las diferencias en estructura e interacciones entre
organelos y en el ordenamiento del citoesqueleto, que conllevan a modificaciones para cada

tejido y linea celular en particular (Hesketh y Pryme, 1996; Walker et al., 2020).

En el caso especifico de células CHO, se han reportado pocos protocolos de
fraccionamiento subcelular, de los cuales la mayoria han sido desarrollados para células con
un fenotipo adherente para la obtencion de uno o pocos organelos (Balch et al., 1984; Balch
y Rothman, 1985; Morand y Kent, 1986; Storrie y Amadden, 1990; Tsukamoto et al., 1990;
van Heusden et al., 1990; Cezanne et al., 1992). Ademas, el alto grado de contaminacion
cruzada de preparaciones enriquecidas en membrana plasmatica (MP), AG, RE, lisosomas
(Morand y Kent, 1986) y peroxisomas (Tsukamoto et al., 1990), debido al numero insuficiente
de etapas de fraccionamiento, impide el uso de ciertos protocolos en aplicaciones como la

protedmica.

Por tanto, debido a la falta de protocolos adecuados de fraccionamiento subcelular
para el analisis protedmico de células CHO recombinantes cultivadas en suspension, en el
presente capitulo se desarrolld y evalud un protocolo de fraccionamiento subcelular para las
lineas celulares CRL-12444 y CRL-12445. Con base en una combinacién de centrifugacion
diferencial e isopicnica, se obtuvieron fracciones enriquecidas en organelos de la VCS para

un posterior analisis comparativo de sus proteomas.

5.2 MATERIALES Y METODOS
5.2.1 Homogenizacion de células CHO

Las células se colectaron durante la fase exponencial de crecimiento, con una
viabilidad mayor al 95%, se centrifugaron a 185 x g durante 5 min a 4°C, y se lavaron dos
veces en PBS frio. El precipitado celular se suspendié en tampén HEPES (1 mM EDTA, 10
mM HEPES, pH 7.4) a 6.6 x 107 células/mL, y se incub6 durante 30 min en hielo, con

homogenizacion por inversion cada 10 min. Se afadi6 1 mM de PMSF y 10% (v/v) de

14



SigmaFast Protease Inhibitor Cocktail (Sigma-Aldrich, Merck KGaA, Darmstadt, Alemania), y
las células se rompieron con 25 pases en un homogenizador Dounce. Inmediatamente se

restablecio la osmolaridad del homogenizado a 0.25 M de sacarosa.
5.2.2 Centrifugacion diferencial

Los precipitados subcelulares colectados a 3,000 x g por 10 min, 9,000 x g por 15 min
y 100,000 x g por una hora, a partir del homogenizado, se nombraron como nuclear,
mitocondrial y microsomal, respectivamente, mientras el sobrenadante del ultimo paso de

centrifugacion se catalogd como citosol (Graham, 2002a, 2004).
5.2.3 Centrifugacion isopicnica

Los precipitados nuclear, mitocondrial y microsomal, solubilizados en 0.25 M de
sacarosa, se centrifugaron en los gradientes de sacarosa a 154,693 x g durante 3 h a 4°C
(Ultracentrifuga Optima XE, Beckman Coulter, Indianapolis, EUA). Los gradientes para los
precipitados nuclear y mitocondrial se adaptaron a 1 mL de 60% y 3 mL de 55, 40 y 30%
(m/v) de sacarosa (Graham, 2004). El precipitado microsomal se separé6 en un nuevo
gradiente de 1 mL de 60% y 2.5 mL de 45, 35, 30 y 10% (m/v) de sacarosa.

5.2.4 Cuantificacién de sacarosa

La concentracion de sacarosa se midié en un refractdmetro de mano de 0-32 Brix, con

una dilucion de las muestras 1:2 en agua MilliQ.
5.2.5 WB

El enriquecimiento de fracciones en RE, citosol, nucleo, mitocondria, MP, cis-Golgi y
trans-Golgi se verificd por deteccion y cuantificacion de Grp78, Gapdh, histona H3, Hsp60,
flotilina 1, golgina A5 y golgina-97, respectivamente, en WB, y se corroboré mediante ELISA

en el caso de golgina-97.

Para la identificacion de Grp78, Gapdh e histona H3, las membranas se bloquearon en
5% (m/v) de leche descremada, 0.05% (v/v) Tween-20 en PBS. Endoplasmic Reticulum
Fraction Western Blot Cocktail (Abcam, Cambridge, MA, EUA) se diluyé 1:2000 y el
anticuerpo secundario HRP-conjugated Secondary Antibody Cocktail (Abcam, Cambridge,
MA, EUA) 1:2500. Para golgina-97, las membranas se bloquearon en 3% de leche
descremada, 0.1% (v/v) Tween-20 en tampon TBS (137 mM NaCl, 20mM Tris-HCI, pH 7.6).
Los anticuerpos anti golgina-97 (GTX114445, GeneTex, CA, EUA) y el secundario conjugado

a la enzima peroxidasa se diluyeron 1:2000. Los anticuerpos anti flotilina 1 (GTX104769,
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GeneTex, CA, EUA), Hsp60 (GTX110089, GeneTex, CA, EUA) y golgina A5 (GTX104255,
GeneTex, CA, EUA) se diluyeron 1:2000, 1:10 000 y 1:2000, respectivamente.

Las membranas se revelaron con SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate
kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA), y las imagenes se adquirieron en un
equipo LI-COR C-DiGit Chemiluminescence Western Blot Scanner con el software Image
Studio (LI-COR Biosciences, Lincoln, NE, EUA) (Bouzid et al., 2013).

5.2.6 ELISA anti golgina-97

Las placas de ELISA de alta union (Greiner Bio-One GmbH, Austria) se recubrieron
con 4 ug de proteinas en un volumen final de 200 pyL en tampodn carbonato-bicarbonato de
sodio, pH 9.6, durante 16 h a 4°C. Los pocillos se bloquearon con 200 uL de 1% (m/v) BSA,
0.05% Tween-20 en PBS. El anticuerpo anti golgina-97 se diluyé 1:2000 y el anticuerpo
secundario 1:1000. El sustrato SigmaFast OPD (Sigma-Aldrich, Merck KGaA, Darmstadt,
Alemania) se incub6 durante 15 min a temperatura ambiente. La reaccidn enzimatica se
detuvo con 10% (v/v) HCl y la absorbancia se registré a 490 nm. Los homogenizados de E.
coli y células CHO se utilizaron como los controles negativo y positivo del ensayo,

respectivamente.
5.2.7 Procesamiento y cuantificacion de imagenes

Las imagenes de los geles de SDS-PAGE se adquirieron en un equipo Gel Doc EZ
imager con el software Image Lab v6.0.1 (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA). El software ImageJ
v1.52a (National Institutes of Health, EUA) se empled para el andlisis de las imagenes de
WB.

El enriquecimiento de los compartimentos subcelulares en cada una de las fracciones
de la centrifugacién diferencial, expresado como el numero de cambio, se calcul6 a partir de
la proporcion entre las areas del marcador proteico de cada fraccién y el homogenizado
celular inicial. El enriquecimiento de los marcadores en los gradientes de sacarosa se calcul6
como la proporcion entre el area del marcador en cada carril y la cantidad de proteinas

aplicada en cada uno de ellos.
5.2.8 Ensayo enzimatico de catalasa

El ensayo de actividad catalasa, adaptado a partir del reportado por lwase y cols.
(2013), se utilizé para cuantificar el enriquecimiento de los peroxisomas en los gradientes de
sacarosa. 20 pyL de muestra se mezclaron con 30 pL de 50 mM de tampodn fosfato (21 mM
KH2PO4, 29 mM K2HPO4, pH 7.0) y 50 pyL de 1% (v/v) Triton X-100, en un tubo de ensayo de
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12x75 mm. Posteriormente se afiadio 50 pL de 30% (v/v) de H202, y la columna de espuma
generada se midié a los 5 min de incubacion. La actividad especifica de la catalasa se
calculé como la proporcion entre la altura de la columna de espuma (mm) y la cantidad de

proteinas en cada muestra (mg).

5.2.9 Caracterizacion de los compartimentos subcelulares mediante microscopia electronica

de transmisién (TEM)

Los precipitados subcelulares se fijaron en 2.5% (v/v) glutaraldehido y 1% (m/v) de
tetra-6xido de osmio. Las muestras de gradientes de sacarosa se diluyeron en PBS y se
centrifugaron a 100,000 x g por una hora. Tras la fijacion, los precipitados se deshidrataron
en soluciones con porcentajes crecientes de etanol y se infiltraron con una mezcla 1:1 (v/v)
de resina Epon y acetonitrilo. Se embebieron en resina Epon fresca, preparada de acuerdo
con Luft (1961), se cortaron en un ultramicrétomo Reichert-Jung, se contrastaron con acetato
de uranilo y citrato de plomo, y se observaron en un microscopio electrénico de transmision
JEOL-1200 EXII.

5.2.10 Analisis estadistico

La comparacion estadistica en la distribucion de los marcadores proteicos entre las
diferentes fracciones subcelulares se realizé mediante la prueba de Kruskal-Wallis por rangos
y la prueba Post-hoc de Conover con correccién de Bonferroni, en lenguaje R (R Core Team,

2020). Para la significacion estadistica se seleccion6 un valor de p<0.05.

5.3 RESULTADOS

El fraccionamiento subcelular de las células CHO se basé en la homogenizacion
mecanica de estas células y la posterior separacion de sus organelos mediante
centrifugacion diferencial e isopicnica. Como resultado de la centrifugacion diferencial, se
obtuvieron compartimentos diferentes en cuanto a su composicion proteica, con un
enriquecimiento notable de proteinas de 15 kDa en el precipitado nuclear. Otras proteinas
también presentaron una distribucion diferencial entre las muestras en todo el rango de PM

observados (Anexo 2).

Aunque sin diferencias significativas en los ensayos de WB (p=0.05), se observé que
el nucleo (histona H3) y citosol (Gapdh) se enriquecieron en el precipitado nuclear y el
citosol, respectivamente. La mitocondria (Hsp60) se concentré fundamentalmente en los

precipitados nuclear y mitocondrial, la MP (flotilina 1) y cis-Golgi (golgina A5) en los
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precipitados mitocondrial y microsomal, y frans-Golgi (golgina-97) en el precipitado
microsomal y el citosol. El RE (Grp78) se detectd en todos los compartimentos, con una
mayor concentracion en el precipitado microsomal (Fig 3). Esta distribucion de los organelos

por WB se corroboré mediante su caracterizacion morfolégica en TEM (Anexo 3).
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Fig 3. Enriquecimiento de marcadores proteicos en compartimentos de centrifugacion diferencial. Grp78, Gapdh, histona H3, Hsp60, flotilina
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1, golgina A5 y golgina-97 se seleccionaron como marcadores especificos de RE, citosol, nicleo, mitocondria, MP, cis-Golgi y trans-Golgi,
respectivamente. La distribucion de golgina-97 se confirmé mediante ELISA (recuadro interno). HM: homogenado, N, MT, MC: precipitado
nuclear, mitocondrial y microsomal, respectivamente, CT: citosol, CN: control negativo (homogenizado de E. coli). La desviacién estandar se
calculd a partir de dos réplicas biolégicas (Tomado de Pérez-Rodriguez et al., 2020b).

Posteriormente, estos precipitados con un enriquecimiento inicial por centrifugacién
diferencial, fueron separados en gradientes discontinuos de sacarosa. En cada uno de ellos
se obtuvieron 3 bandas visibles, concentradas y separadas entre si, las cuales coincidieron
con picos de concentracién de proteinas (P1-P9, Fig 4A-C) y cambios marcados en la

concentraciéon de sacarosa.
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Fig 4. Caracterizacion de los gradientes nuclear, mitocondrial y microsomal. Los picos de proteinas (P1-P9) de los precipitados nuclear (A) y
mitocondrial (B), en un gradiente de 30-60%, y microsomal (C), en un gradiente de 10-60%, se caracterizaron en base a la concentracion de
proteinas (circulos llenos), sacarosa (circulos vacios) y composiciéon proteica en SDS-PAGE (D). Los asteriscos indican el enriquecimiento
de proteinas de 10-15 kDa. PM: Patrén de peso molecular (Tomado de Pérez-Rodriguez et al., 2020b).

El enriquecimiento de organelos en cada uno de estos picos se determind mediante
WB (Fig 5) y actividad catalasa (Anexo 4). El RE se concentré fundamentalmente en P9 en el
gradiente microsomal, nucleo en P3 del gradiente nuclear, congruente con el enriquecimiento
de proteinas de 10-15 kDa en SDS-PAGE (P3, Fig 4D), mitocondria en las zonas de mayor
densidad de los gradientes nuclear (P3) y mitocondrial (P6) (p<0.05), y MP en las zonas de
baja y media densidad de todos los gradientes (p<0.05). Cis-Golgi migré hacia las zonas de
media y alta densidad de los gradientes mitocondrial (P5, P6) y microsomal (P8, P9),
mientras frans-Golgi se localizé principalmente en la region de baja densidad microsomal
(P7) (p<0.05). La contaminacion citosolica se observé fundamentalmente en la zona de
menor densidad del gradiente nuclear (P1), y los peroxisomas se detectaron en su mayoria
en P3 y P6 (Anexo 4). La caracterizaciéon morfolégica por TEM aval6 los resultados de los
ensayos de WB, y permiti6 identificar a P1 como una fraccién enriquecida en RE (Anexo 5).
La composicion final de las fracciones provenientes de la centrifugacion isopicnica se resume
en la Fig 6.

19



900+

7504

600

450

300

Proporcién de proteinas (area/g)

150
0 & & ﬁﬁ & ﬁ.—. [ = H i
T T T T T T T T T
LR v P ™ P L & ® P
@ GRP78 /] GAPDH I Histona H3 /] HSP60 B Colgina AS 3 Golgina-97 [ Flotilina 1

Fig 5. Enriquecimiento de organelos en gradientes de sacarosa nuclear, mitocondrial y microsomal. Grp78, histona H3, Gapdh, Hsp60,
flotilina 1, golgina A5 y golgina-97 se cuantificaron mediante WB en los gradientes nuclear (P1-P3), mitocondrial (P4-P6) y microsomal (P7-

P9). La desviacion estandar se calcul6 a partir de dos réplicas biologicas (Tomado de Pérez-Rodriguez et al., 2020b).
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Fig 6. Distribucion de organelos celulares mediante centrifugacion isopicnica. Las bandas visibles obtenidas tras la separacion de los
precipitados nuclear (30-60%), mitocondrial (30-60%) y microsomal (10-60%) en gradientes de sacarosa se caracterizaron mediante

cuantificacion de proteinas y sacarosa, SDS-PAGE, WB y TEM (Tomado de Pérez-Rodriguez et al., 2020b).

5.4 DISCUSION

La VCS desempefa un papel preponderante durante la produccion de PR, en muchos

casos representando un cuello de botella para el incremento de la productividad (Peng y
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Fussenegger, 2009; Hasegawa et al., 2011; Le Fourn et al., 2014). Debido a la baja
representacion de las proteinas microsomales, alrededor del 16% en higado de rata (Albro,
1975), el enriquecimiento de proteinas de baja abundancia mediante aislamiento de
organelos ha permitido incrementar hasta en un 30% la cobertura del proteoma (Paulo et al.,
2013). Teniendo en cuenta estas ventajas de la protedmica subcelular, se desarrolld y
caracterizé un método de enriquecimiento de organelos de la VCS, basado en centrifugacion
diferencial e isopicnica, para una identificaciéon precisa de los elementos de esta via

involucrados en la produccién de PR.

Durante la primera etapa de centrifugacion diferencial se obtuvieron los precipitados
nuclear, mitocondrial y microsomal, y el citosol. La distribucion de nucleo, mitocondria,
microsomas y proteinas citosolicas en estos compartimentos se encuentra determinada por
su densidad relativa y se comporté de acuerdo al esquema propuesto por Michelsen y von
Hagen (2009) (Fig 3). Aunque la centrifugacion diferencial es adecuada para la obtencion de
preparaciones enriquecidas en nucleos y mitocondrias (Butler y Judah, 1970; Dimauro et al.,
2012; Paulo et al., 2013; Clayton y Shadel, 2014), esta técnica no permite separar entre si
otros organelos como RE, AG y endosomas (Erra et al., 1999; Graham, 2002a; Spatuzza et
al., 2004; Gilchrist et al., 2006; Amodio et al., 2009). Por tanto, dado que los precipitados de
la fraccion nuclear (células intactas, nucleos, mitocondrias, RE, MP), mitocondrial
(mitocondrias, RE, MP, cis-Golgi) y microsomal (MP, trans-Golgi, cis-Golgi, RE) se
enriquecieron en los organelos especificados tras la centrifugacion diferencial, se procedio a
una posterior separacion de estos en gradientes de sacarosa para obtener fracciones de

mayor pureza y menor contaminacion.

En estos gradientes, las proteinas nucleares, de membrana y citosdlicas se detectaron
como contaminantes comunes (Fig 5), en correspondencia con lo reportado (Morand y Kent,
1986; Cezanne et al., 1992; Yang et al., 1997; Pasquali et al., 1999; Foster et al., 2006). La
amplia distribucion del RE, con una mayor concentracion en el precipitado microsomal, esta
en congruencia con su localizacion otras células de mamiferos (Andreyev et al., 2010), y
pudiera explicarse por la proximidad fisica y, en muchos casos, los contactos con otros
organelos (Bole et al., 1989; Vance, 1990; Huber et al., 2003; English y Voeltz, 2013).

La separacion del precipitado microsomal en el gradiente de sacarosa resultd en tres
bandas visibles identificadas como trans-Golgi, cis-Golgi y RE, en orden creciente de

densidad (Fig 4C), como ha sido confirmado durante el uso de este y otros gradientes para
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células CHO, HelLa, FRT, EpH4, y hepatocitos y enterocitos de ratén (Morand y Kent, 1986;
Erra et al.,, 1999; Pasquali et al., 1999; Foster et al., 2006; Wong y Adeli, 2009). En el
gradiente mitocondrial la banda de mayor densidad se compuso principalmente por
peroxisomas, cis-Golgi, RE y mitocondrias, mientras que, de los marcadores estudiados la
banda de densidad media solo resultd positiva para cis-Golgi (Fig 6). La distribucion de cis-
Golgi y mitocondrias en fracciones de diferente densidad podria explicarse por la existencia
de poblaciones heterogéneas de estos organelos (Lopez-Mediavilla et al., 1989; Huang et al.,
2004) y el contacto cercano entre ellos (Dolman et al., 2005). En el gradiente nuclear, los
experimentos de WB (Fig 5) y TEM (Anexo 5) indicaron la presencia de RE liso en la banda
de menor densidad, mientras que la banda de mayor densidad se enriquecio sustancialmente
en cuerpos nucleares, de acuerdo a lo esperado por sus valores de densidad (Michelsen y
von Hagen, 2009).

Un panorama comun dentro del fraccionamiento celular, es la falta de réplicas
biolégicas (Morand y Kent, 1986; Erra et al., 1999; Paulo et al., 2013), cuantificacion de
marcadores (Butler y Judah, 1970; Morand y Kent, 1986; Cezanne et al., 1992; Erra et al.,
1999; Breuza et al., 2004; Gilchrist et al., 2006; Paulo et al., 2013) y estadistica comparativa
(Foster et al., 2006), o el reporte de directrices para ciertos organelos (Storrie y Amadden,
1990; Graham, 2001, 2002a, 2002b, 2004; Michelsen y von Hagen, 2009; Wong y Adeli,
2009; Clayton y Shadel, 2014). Contrariamente, los protocolos de fraccionamiento
caracterizados en este trabajo ofrecen la ventaja de una distribucion cuantitativa de los
marcadores proteicos y su comparacion estadistica entre las diferentes fracciones.
Adicionalmente, la obtencién de fracciones enriquecidas en organelos de la VCS, presentes
en bandas visibles, definidas y bien separadas entre si, permitié la incorporacion de estos
protocolos al disefio experimental de protedmica diferencial entre las lineas celulares CRL-
12444 y CRL-12445, para la identificacion de componentes de esta via asociados a cambios

en la productividad de PR.
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VI. CAPITULO Ill: PRECIPITACION DE PROTEINAS PARA LA PREPARACION DE
MUESTRAS PARA ESTUDIOS PROTEOMICOS

6.1 ANTECEDENTES

Dentro del disefio experimental de la investigacion protedmica, la preparacion de
muestras constituye un paso critico para obtener resultados reproducibles, satisfactorios y
significativos. Especificamente dentro de este esquema, la precipitacion de proteinas
constituye un elemento esencial, incorporado a los protocolos de rutina debido a que permite
la eliminacion de sustancias interferentes como acidos nucleicos y lipidos, la concentraciéon
de proteinas, y la inactivacién de proteasas y otras enzimas modificadoras de proteinas
(Barritault et al., 1976; Ingham, 1984; Wessel y Flliigge, 1984; Scopes, 1994; Burgess, 2009;
Koontz, 2014). Los protocolos de M/C, acetona y TCA-acetona han sido los mas
frecuentemente empleados para este fin, en muestras tan diversas como semillas de plantas
(Capriotti et al., 2015), tejidos animales (Fic et al., 2010; Santa et al., 2016; Benabdelkamel et
al., 2018), homogenizados de bacteria (Doucette et al., 2014), plasma humano (Jiang et al.,
2004; Nejadi et al., 2014) y sobrenadantes de cultivos de células CHO (Valente et al., 2014).

Varias modificaciones incorporadas a estos métodos han demostrado un incremento
en la recuperacion final de las proteinas. Crowell y cols. (2013) aplicaron la hipétesis del par
i6nico a la precipitacion con acetona, donde la adicibn de NaCl neutraliza las cargas
eléctricas opuestas en la superficie de las proteinas, resultando en un recobro mayor al 80%

para la mayoria de los controles seleccionados en este estudio.

En el caso del método de TCA-acetona, se han evaluado varias modificaciones que
favorecen la solubilizacion de las proteinas precipitadas, tales como la sonicacién (Manadas
et al., 2006; Fic et al., 2010) y el aumento de pH (Nandakumar et al., 2003). La dificultad de
recuperar las proteinas precipitadas con este método se debe a que los iones tricloroacetatos
permanecen unidos a las proteinas incluso después de aplicar varios lavados con acetona, lo
que impide que estas puedan renaturalizarse e incorporarse a la fase acuosa (Sivaraman et
al., 1997; Rajalingam et al., 2009). La solubilizacién secuencial es otra modificacién a este
meétodo, la cual emplea agentes desnaturalizantes, reductores y detergentes, para eliminar
puentes disulfuro, evitar la interaccion de parches hidrofdbicos y desnaturalizar las proteinas

(Jacobs et al., 2001). También se han incorporado pasos de CD para favorecer la disociacion
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de los complejos multiméricos de proteinas (Nandakumar et al., 2003; Manadas et al., 2006,
Qi et al., 2015).

Pese a que cada protocolo de precipitacion ofrece diferentes ventajas en dependencia
de la naturaleza de la muestra, las condiciones técnicas y las mejoras incorporadas (Jiang et
al., 2004; Fic et al., 2010; Nejadi et al., 2014; Capriotti et al., 2015; Santa et al., 2016;
Benabdelkamel et al., 2018), estos deben ser comparados para cada muestra con el objetivo
de seleccionar el mas adecuado en cada caso. Hasta el presente no se ha reportado la
comparacion de protocolos de precipitacion en homogenizados de células CHO, los cuales
son considerados una mezcla sumamente compleja de proteinas (Baycin-Hizal et al., 2012).
Por tanto, en el presente capitulo se evalud y seleccion6 el método de precipitacion de mayor
eficiencia de recuperacion para los homogenizados de estas células entre los protocolos de
M/C, acetona y TCA-acetona, con la incorporacion de varias modificaciones, para su
aplicacién a las fracciones provenientes de la centrifugacion isopicnica y previo a su

caracterizacion protedmica.

6.2 MATERIALES Y METODOS
6.2.1 Extraccion de proteinas celulares

Las células se colectaron en fase exponencial de crecimiento, se centrifugaron a 185 x
g durante 5 min y se lavaron dos veces en PBS. El precipitado celular se solubilizé en
tampén IEF, suplementado con 10% (v/v) de SigmaFast Protease Inhibitor Cocktail (Sigma-
Aldrich, Merck KGaA, Darmstadt, Alemania). El homogenizado se sonicoé dos veces durante
un minuto a 10 um (Soniprep 150, MSE, Heathfield, East Sussex, Reino Unido) y se
centrifugd a 16,000 x g por 25 min. El sobrenadante (homogenizado clarificado) se almacend

a -20 °C hasta su uso.
6.2.2 Precipitacion y recobro de proteinas

El homogenizado clarificado se diluyé en 1 mM EDTA, 1.31 M sacarosa, 10 mM
HEPES, pH 7.4, a una concentracion final de 0.2 mg/mL, y se precipitaron de acuerdo a las
condiciones detalladas en el Anexo 6. Los precipitados se solubilizaron en tampdn IEF,
excepto en aquellos casos donde se utilizaron agentes de co-solubilizacién. Todas las

condiciones experimentales se evaluaron por duplicado.

La precipitacién con M/C se llevo a cabo de acuerdo con Wessel y Fligge (1984). En

el caso de TCA-acetona, se afiadié un volumen de TCA al 30% (m/v) a la muestra, se mezclé
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y se incubo a -20 °C durante 16 h. El precipitado obtenido tras la centrifugacion a 16,000 x g
durante 25 min, se lavo tres veces en acetona al 80% (v/v) (Mechin et al., 2007). La
precipitacion con acetona se llevo a cabo de acuerdo con recomendaciones previas (Crowell
et al., 2013). Brevemente, se mezcl6 la muestra con 100 mM NacCl, se adicionaron cuatro
volumenes de acetona al 80% (v/v), seguido de mezclado e incubacién a -20 °C durante 16
h. Este precipitado se centrifugd a 16,000 x g durante 25 min, y se lavo dos veces con cuatro
volumenes de acetona al 80% (v/v). En todos los casos, los precipitados se recuperaron por
centrifugacion a 16,000 x g durante 25 min, y se secaron durante 5 min en cabina de flujo

laminar.

Las siguientes modificaciones se introdujeron en los protocolos de M/C y acetona: 5
ciclos de CD, 10 ciclos de ultrasonido de 10 seg cada uno con 10 seg de descanso en un
bafio de ultrasonido (BU, 9354001, UL 1K58, Ney Ultrasonic), y 10 ciclos de ultrasonido de
10 seg cada uno con 10 seg de descanso en un homogenizador ultrasonico a 5 ym (HU,
Soniprep 150, MSE, Heathfield, East Sussex, UK). Estas modificaciones se aplicaron en
presencia o ausencia de pre-solubilizacion del precipitado en una solucién al 10% (v/v) de 0.2
M NaOH, antes de la adicién de tampdn IEF (Nandakumar et al., 2003). En el caso de TCA-
acetona se incorporaron todas las modificaciones introducidas para M/C y acetona, y

adicionalmente los ciclos de CD en todas las variantes evaluadas.
6.2.3 Procesamiento de imagenes

La construccion de las graficas de porcentajes de recobro de los métodos de
precipitacion se realizé en el software GraphPad Prism v5.01 (GraphPad Software Inc., San
Diego, CA, EUA). El analisis densitométrico de los geles de SDS-PAGE se realizé en el

software Imaged v1.52a (National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, EUA).
6.2.4 Anélisis estadistico

Todos los analisis estadisticos se realizaron en lenguaje de programacion R (R Core
Team, 2020). La prueba de Kruskal-Wallis por rangos y la prueba Post-hoc de Conover con
correccion de Bonferroni se emplearon para detectar diferencias significativas entre los
porcentajes de recobro de las diferentes variantes de precipitacion de los tres métodos
evaluados (Pohlert, 2014; Graves et al., 2015).

6.3 RESULTADOS
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La seleccion del método de precipitacion mas adecuado para homogenizados de
células CHO, se realiz6 a partir de la cuantificacion de la cantidad de proteinas presentes en
la muestra inicial comparadas con las recuperadas en el tampon de solubilizacion, durante la
precipitacion con M/C, acetona y TCA-acetona (Fig 7). De acuerdo con la prueba de Kruskal-
Wallis por rangos y la prueba Post-hoc de Conover con correccion de Bonferroni, se
encontraron diferencias significativas entre las diferentes variantes de precipitacion (p<0.05)
para M/C (Fig 7A) y TCA-acetona (Fig 7C). En el caso del uso de acetona todas las
condiciones mostraron el mismo recobro (Fig 7B).

Los ciclos de CD y pre-tratamiento con NaOH en M/C no mejoraron significativamente
los valores del protocolo estandar, mientras que los ciclos de BU y HU incrementaron estos
en 42% y 28%, respectivamente, en ausencia de NaOH (Fig 7A, p<0.05). Contrario a estos
resultados, el tratamiento de los precipitados de TCA-acetona con NaOH incrementd el
recobro en 41, 25, 40 y 47% para las variantes estandar, CD, CD+BU y CD+HU,
respectivamente, mientras que el resto de las modificaciones no surtieron ningun efecto

adicional en presencia de esta base (Fig 7C).
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Fig 7. Eficiencia de recobro de proteinas de homogenizados de células CHO. Lisados de células CRL-12444 se precipitaron mediante

metanol-cloroformo (M/C) (A), acetona (B) y acido tricloroacético (TCA)-acetona (C), usando un protocolo estandar (E), o con las siguientes
modificaciones: ciclos de congelaciéon/descongelacion (CD), incubacién en bafio de ultrasonido (BU) o ciclos de homogenizador ultrasénico
(HU). El paso de pre-solubilizaciéon con NaOH se aplicé a los protocolos estandar y sus variantes. Las barras de error representan la
desviacion estandar de dos muestras bioldgicas. Letras diferentes indican diferencias significativas dentro del mismo panel (p<0.05), de
acuerdo con la prueba de Kruskal-Wallis por rangos y la prueba Post-hoc de Conover con correcciéon de Bonferroni. La variante de mayor

recobro seleccionada para cada método de precipitacion se encuentra indicada por un asterisco (Tomado de Pérez-Rodriguez et al., 2020c).

La variante de mayor recuperacion y menor desviacion estandar para cada método
fueron HU (M/C), E (Acetona) y CD+HU (TCA-acetona), todas las cuales incorporaron el pre-
tratamiento del precipitado con NaOH (Fig 7, asterisco). Estas variantes fueron

significativamente diferentes entre si (p<0.05), donde el mayor recobro se obtuvo con
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acetona (103.12 + 5.74 %), seguido por M/C (94.22 + 4.86 %) y TCA-acetona (77.91 %
8.79 %). El analisis cualitativo de las proteinas recuperadas en SDS-PAGE no mostro
diferencias notables entre los patrones de proteinas obtenidos para cada una de estas
variantes y el homogenizado (Anexo 7). En consonancia con los resultados del porcentaje de
recobro, varias bandas de proteinas del método TCA-acetona presentaron menor intensidad

que el resto de las muestras (Anexo 7, carril 4).

6.4 DISCUSION

Los meétodos de precipitacion son frecuentemente incorporados al inicio de la
preparacion de muestras, por su eficiencia en el aislamiento y concentraciéon de proteinas
(Schumacher et al., 1992; Jiang et al., 2004; Warder et al., 2009). Otras ventajas incluyen la
inactivacion de proteasas y la eliminacion de sustancias interferentes con geles
bidimensionales y espectrometria de masas (Retz y Steele, 1977; Wessel y Flugge, 1984;
Shaw y Riederer, 2003; Mechin et al., 2007).

Sin embargo, la adopcion de un protocolo universal de precipitacion no es factible
debido a la gran diversidad de proteinas presentes en cada proteoma, y a las diferencias en
sus propiedades fisico-quimicas y la composicion de cada muestra bioldgica. Incluso, esta
seleccidon puede resultar mas compleja cuando se consideran las modificaciones que puede
sufrir cada uno de estos protocolos, y que influyen significativamente en el recobro y
composicion de las proteinas precipitadas (Jacobs et al., 2001; Nandakumar et al., 2003;
Manadas et al., 2006; Crowell et al., 2013; Doucette et al., 2014; Hao et al., 2015). En el caso
de proteinas provenientes de homogenizados de células CHO no se ha realizado hasta el
momento la comparacion de la eficiencia de recobro a partir de precipitados obtenidos por
diferentes métodos de precipitacion. Por estas razones, se compararon los métodos de
precipitacion M/C, acetona y TCA-acetona con el objetivo de seleccionar el mas adecuado

para la recuperacion de proteinas de estas células y su posterior analisis mediante MS/MS.

La precipitacion con el protocolo estandar de acetona mostré una recuperacion
significativamente superior al de M/C y TCA-acetona para homogenizados de células CHO
(Fig 7), similar a lo reportado para proteinas ribosomales (98-100%) (Barritault et al., 1976),
de cerebro de rata (70%) (Fic et al., 2010) y de E. coli (88-100%) (Doucette et al., 2014). Este
método también ha demostrado su superioridad con respecto al de TCA-acetona y una

eficacia similar al M/C para tejidos animales y homogenizados de bacteria (Fic et al., 2010;
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Doucette et al., 2014; Santa et al., 2016; Benabdelkamel et al., 2018). La adicion de NaCl de
acuerdo con recomendaciones previas que hipotetizan un efecto de par iénico (Crowell et al.,
2013; Valente et al., 2014), pudiera ser la causa del alto rendimiento de este método (>87%,
Fig 7). En el caso de gradientes de sacarosa, la sacarosa del propio gradiente podria actuar

como un catalizador de la precipitacion por acetona (Cheng et al., 2016).

La incorporacion de ciclos de CD (Qi et al., 2015), sonicacion (Manadas et al., 2006;
Fic et al., 2010) y pre-solubilizacion con NaOH (Nandakumar et al., 2003) a los protocolos de
precipitacion ha favorecido el rendimiento, reproducibilidad y especificidad de los resultados
protedbmicos. Su incorporacion a la precipitacion con acetona no aumenté significativamente
el porcentaje de recobro, mientras que la sonicacion tuvo un efecto positivo en el método de
M/C. A diferencia de M/C y acetona, la adicion de NaOH a los precipitados de TCA-acetona
aumentd el recobro en un maximo de 2.78 veces. Este efecto se debe a que el incremento
del pH causado por el NaOH favorece la disociacion del ion tricloacetato de las proteinas vy,

por ende, su solubilizacién (Sivaraman et al., 1997; Rajalingam et al., 2009).

La comparacion de métodos de precipitacion para proteinas provenientes de células
CHO solo se ha llevado a cabo para aquellas que se secretan en el sobrenadante de cultivo
(Valente et al., 2014), donde, el recobro con acetona (= 80%), M/C (= 85-90%) o etanol (=
80%) fue significativamente mayor que el obtenido con TCA (= 40%). Similar a estas
proteinas secretadas al medio de cultivo, aquellas provenientes de homogenizados celulares
se recuperaron mas eficientemente con acetona, y en menor medida con M/C, con respecto
a TCA-acetona. Tomando en consideracién todos los resultados, se selecciono el protocolo
estandar de acetona como el método mas adecuado para la precipitacién de los organelos
obtenidos por centrifugacion isopicnica, debido a su mayor eficiencia en la recuperacion de
proteinas y la obtencion de precipitados relativamente faciles de solubilizar, en comparacion
con los métodos de M/C y TCA-acetona, lo que lo recomienda como una técnica estandar

previo al analisis protedmico.
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VII. CAPITULO IV: PROTEOMICA DIFERENCIAL DE LA ViA CLASICA DE SECRECION
DE CELULAS CHO PRODUCTORAS DE UN ANTICUERPO RECOMBINANTE

7.1 ANTECEDENTES
7.1.1 Sintesis, modificacion y transporte de proteinas en la VCS

La VCS en -eucariontes constituye un grupo de organelos que trabajan
coordinadamente para la sintesis, modificacién y transporte de proteinas hacia el medio
extracelular, la MP y otros organelos. Esta conformada por el RE, ERGIC, AG y el conjunto
de vesiculas asociadas a estos organelos, los cuales a su vez se subdividen en regiones o
dominios con actividades especificas (Lodish et al., 2000). Esta via también participa
activamente en el mantenimiento de la homeostasis celular (Ron y Walter, 2007; Hetz y
Papa, 2018), la biogénesis de organelos (Agrawal y Subramani, 2016), metabolismo de
lipidos (Jacquemyn et al., 2017), regulacion del calcio intracelular (Carreras-Sureda et al.,
2018), apoptosis (Hetz y Papa, 2018), senalizacion celular (Farhan y Rabouille, 2011) y
autofagia (Kabir et al., 2018), entre otros procesos.

El RE es el punto de entrada a la via, pues los ribosomas que se encuentran
adosados a este traducen las proteinas que seran transportadas al lumen. Este proceso es
co-traduccional y comienza por el reconocimiento de secuencias con un nucleo hidrofobico,
en el extremo N-terminal de la proteina que se esta sintetizando, por la particula de
reconocimiento de la sefial (SRP). Esta particula es un complejo de SRP-ARN vy seis
proteinas (SRP9, 14, 19, 54, 69, 72), con diferentes funciones dentro del proceso de
translocacion (Siegel y Walter, 1988; Brown et al., 1994; Becker et al., 2017). Una vez que el
péptido senal es reconocido, se forma un complejo trimérico ARNm-ribosoma-SRP y se
pausa la traduccion mediante el dominio Alu de SRP. Posteriormente, el dominio S de SRP
es reconocido por la subunidad a del receptor de SRP (SRPR) (Wild et al., 2019). La
subunidad B de SRPR es una proteina transmembrana cuya funcién es mantener a este
receptor en la membrana del RE. A continuacién, el complejo ARNm-ribosoma se traslada a
un translocon Sec61 disponible, donde prosigue la traduccion y la proteina naciente es
incorporada al lumen o membrana del RE. La actividad GTPasa de SRP y su receptor
asegura la disociacion de estos y permite que queden libres para otro evento de
translocacién (Rapiejko y Gilmore, 1997; Mandon et al., 2003; Shan et al., 2009).
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La entrada al lumen del RE es favorecida por la unién de GRP78, una chaperona con
actividad ATPasa que, junto a otras proteinas residentes en el RE, interactua con la proteina
cliente para que esta adquiera su conformacion nativa (Gething, 1999), a la vez que el
péptido sefal es eliminado por la peptidasa sefial (Walker y Lively, 2013). Algunas de las
proteinas reportadas como necesarias para el plegamiento en el RE son DNAJB11, DNAJC3,
GRP94, prolil-isomerasas (FKBP13, 23, 65), PDIA1 y ERP57, entre otras (Gidalevitz et al.,
2013). En este compartimento también se forman los enlaces disulfuro correctos y comienza
la N-glicosilacion mediante el reconocimiento de la secuencia Asn-X-Ser/Thr por el complejo
de la oligosacaril transferasa (OST) (Cherepanova et al., 2016). La accion de glucosidasas y
manosidasas en el RE permite la exportacion de proteinas ricas en manosa hacia el AG,
donde una serie de enzimas, localizadas en diferentes regiones de este organelo, eliminan
manosas y afiaden de forma secuencial residuos de fucosa, galactosa y acidos sialicos,
resultando en una familia de moléculas de la misma proteina con diferentes grados de
glicosilacion. Si la proteina es O-glicosilada, en el AG se le anaden cadenas cortas de
glicanos en residuos de Ser y Thr (Roth, 2002).

En el caso de los AcM, la N-glicosilacion ocurre en la Asn297, con un efecto
importante sobre las funciones efectoras de su region Fc (Cymer et al., 2018). Los cambios
en la N-glicosilacion también han demostrado modificar la interaccion de los AcM con los
receptores FcRn (involucrados en su farmacocinética), su estabilidad térmica y su estado de
agregacion (Wada et al., 2019). El AcM anti hIL-8 producido en células CHO CRL-12445 es
rico en fucosa (82%) y galactosa (GI=0.30), con un predominio de las glicoformas F(6)A2G0,
F(6)A2G1 y F(6)A2G2 (Krahn et al., 2017). Este tipo de glicosilaciéon es caracteristica de los
AcM producidos en células CHO.

Ademas de la glicosilacion, existe un conjunto de otras MPT que ocurren en el AG y
que pueden afectar la estabilidad y funcion de las proteinas secretadas. Entre estas
podemos mencionar la acetilacion y sulfataciéon de los glicanos, sulfatacién de tirosinas,
fosforilacion, metilacion de lisinas, cortes proteoliticos (Potelle et al., 2015) y gamma-
carboxilacion (Bolt et al., 2007).

Una vez glicosiladas en el RE, las proteinas pemanecen en el ciclo de
calnexina/calreticulina hasta que adquieran la conformacion correcta y sean transportadas al
AG. En este ciclo participan, ademas de estas lectinas, glucosidasas, 6xido-reductasas,
prolil-isomerasas, UGGT y manosidasas (Cherepanova et al., 2016). En intima relaciéon con

estos procesos de glicosilacion y plegamiento de proteinas en el RE, se encuentra la
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degradacion de proteinas asociada al RE (ERAD), un mecanismo a través del cual las
moléculas proteicas que no alcanzan su plegamiento nativo son retrotranslocadas al citosol y
degradadas por el proteosoma (Fregno y Molinari, 2019). Aunque ERAD se presenta en
diferentes formas en dependencia del dafio y la proteina en cuestion, el mecanismo sigue el
mismo orden de eventos. Tanto la secuencia proteica como los glicanos de estas moléculas
son reconocidas, en cooperacion con chaperonas, por las lectinas OS9 y XTP3, y EDEM, las
que forman parte de complejos multiméricos de membrana denominados retrotranslocones
(Tepedelen, 2019). Posteriormente, las proteinas son translocadas al citosol, ubiquitinadas
(por complejos E3 ligasas), extraidas de la membrana (por AAA ATPasas) y reconocidas por
el proteosoma para su degradacion (Sun y Brodsky, 2019). Se han descrito ademas otros
miembros involucrados en el reconocimiento del dafio, la formacion y estabilidad del
retrotranslocén, E2 ubiquitina-ligasas y cofactores, como derlinas, SEL1, HERP y UBE2G1
(Ruggiano et al., 2014).

A pesar de estos mecanismos de plegamiento, modificacién y degradacion de
proteinas, la acumulacién de intermediarios en el RE puede causar un estrés debido a la
formacién de agregados moleculares que perturban la homeostasis, llegando a activar la
respuesta a proteinas mal plegadas (UPR). Otras causas de estrés del RE son la falta de
nutrientes, hipoxia y pérdida de la regulacion del calcio (Hetz y Papa, 2018). La UPR se
puede activar a través de las vias IRE1a, ATF6 y PERK, proteinas transmembrana del RE
cuyos dominios luminales son capaces de detectar el aumento de intermediarios no plegados
y cambiar sus actividades enzimaticas o localizacion. PERK es una cinasa que fosforila al
factor elF2a reduciendo la traduccion global de proteinas, e incrementando la abundancia del
factor de transcripcion ATF4, con lo cual se reduce la carga del RE, aumenta la protedlisis,
autofagia, respuesta antioxidante y capacidad de plegamiento de este organelo. En caso de
un estrés prolongado esta via puede conllevar a la apoptosis. IRE1a es un endorribonucleasa
que procesa el ARNm de XBP-1 vy, de esta forma, genera un factor de transcripcion estable
(Ron y Walter, 2007; Walter y Ron, 2011). ATF6 por su parte, es transportado al AG y
procesado por proteasas para generar el factor de transcripcion ATF6f (Adachi et al., 2008;
Tam et al., 2018). Tanto XBP-1 como ATF6f incrementan la expresion de genes de ERAD,
chaperonas, trafico vesicular, sintesis de lipidos y translocacion de proteinas, entre otros. La
UPR se encuentra regulada a varios niveles e integra la homeostasis del RE con la
activaciéon de varios programas adaptativos para restablecer la proteostasis de la VCS (Hetz
y Papa, 2018).
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El trafico de proteinas a lo largo de la via de secrecion ocurre a través de vesiculas,
dando lugar a varios modelos que explican el transporte entre RE y AG, intra-Golgi y de la
red del trans-Golgi (TGN) hacia otros compartimentos. En el transporte intra-Golgi, las
proteinas secretadas pueden ser incorporadas a vesiculas en una direccion antero-posterior
(Modelo de transporte vesicular) y/o las cisternas donde se encuentren pueden madurar de
cis a trans-Golgi por el trafico retrogrado de vesiculas que cambian las proteinas residentes
(Modelo de maduracion de cisternas) (Elsner et al., 2003). No obstante, en cualquier caso, el
transporte de vesiculas constituye la base sobre la cual las proteinas son llevadas a su
destino final, se generan nuevos organelos y se define la identidad de estos.

Los eventos generales del trafico vesicular son el reclutamiento de la cubierta,
formacioén de la vesicula, escision, pérdida parcial de la cubierta, transporte por elementos
del citoesqueleto, reconocimiento y anclaje, y fusion con la membrana aceptora (Bonifacino y
Glick, 2004). La formacion de las vesiculas ocurre en membranas especializadas, con una
composicidon particular de lipidos y proteinas que reclutan a las proteinas de la cubierta e
inician la formacion de la vesicula. Las proteinas de cubierta son complejos proteicos que
favorecen la formacion de la vesicula mediante la deformacion de la membrana y reclutan a
cargos, receptores cargos y otras proteinas necesarias para que ocurran los pasos
siguientes del trafico vesicular. Entre estas cubiertas podemos mencionar a la clatrina (post-
Golgi y via endocitica), coatomero (intra-Golgi y de Golgi a RE) y COPII (de RE hacia ERGIC
y cis-Golgi), las cuales participan en vias especificas de transporte (Beck et al., 2009; Hsu y
Yang, 2009; Arakel y Schwappach, 2018).

Un papel crucial en este contexto lo juegan las GTPasas mondmericas, y las proteinas
que controlan su activacion (factores GAP y GEF). Estas GTPasas se incorporan a las
membranas en presencia de un factor GEF que favorece el intercambio de GDP por GTP, lo
cual cambia su conformacién y expone un motivo lipidico que les permite su insercién en la
membrana. Los factores GAP, por el contrario, estimulan la actividad GTPasa y, por tanto, el
regreso a la conformacién anterior. Estas GTPasas interactian con numerosas proteinas
llamadas efectores, controlando su localizaciéon y actividad. Entre estos efectores podemos
mencionar las proteinas adaptadoras (median el reclutamiento de la cubierta y receptores
cargos, y deformaciéon de membranas) (Park y Guo, 2014), las proteinas de cubierta,
receptores cargo, proteinas de andamiaje, factores de reconocimiento y anclaje, proteinas
SNARES, enzimas modificadoras de lipidos, proteinas motoras, entre muchas otras (Bhuin y

Roy, 2014; Wandinger-Ness y Zerial, 2014). Entre estas GTPasas se encuentran Sar1p
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(COPII), Arf (COPI, vesiculas de clatrina, compartimentos post-Golgi) y Rabs. Estas ultimas
ademas de regular el trafico vesicular definen la identidad de las membranas (Zerial y
McBride, 2001).

El reconocimiento y anclaje de las vesiculas por su correspondiente membrana
aceptora ocurre a través de proteinas de membrana con una regién citoplasmatica extensa
que permite la interaccion a largas distancias (EEA1, golginas), y de complejos
supramoleculares como p115, TMF1, COG, TRAPP y el exocisto (Wang et al., 2017a). Tras
establecerse esta proximidad de membranas, ocurre la fusion por la formacion de un
complejo entre v- y t-SNAREs. Estas proteinas SNAREs, ancladas a las membranas por su
extremo C-terminal, son especificas de la vesicula (v-) y la membrana aceptora (t-) y, junto a
otros factores que regulan su funcion e interacciones, como las proteinas SM (Carr y Rizo,
2010), median la especificidad de la fusion, constituyendo el nivel de regulacion final de la
fidelidad del transporte vesicular (Hong, 2005). El desemsamblaje de los complejos SNARE
en la membrana aceptora tras su fusién, para el reciclaje de las SNAREs individuales, ocurre
mediante la actividad ATPasa de NSF, reclutada por a-SNAP (Bonifacino y Glick, 2004).

7.1.2 Estudios 6émicos diferenciales de células CHO recombinantes

El papel relevante de las células CHO en el ambito biotecnolégico ha impulsado una
investigacion profunda de su biologia a través de la gendmica, transcriptomica, proteémica y
metabolémica (Baycin-Hizal et al., 2012; Dietmair et al., 2012; Rupp et al., 2014, 2018).
Dentro de estos estudios, la transcriptomica y la protedmica han permitido descubrir nuevos
blancos proteicos cuya modulacion pudiera incrementar la productividad y calidad de las PR
producidas por estas células. Estos blancos han sido identificados en bajas temperaturas de
cultivo (Bedoya-Lépez et al., 2016), adicion de butirato de sodio (Baik y Lee, 2010), medio de
cultivo hiperosmético (Kim et al., 2012), clonas con fenotipos diferentes de degradacién de
PR (Henry et al., 2018), modificacion genética de clonas (Doolan et al., 2008; Meleady et al.,
2008), y clonas con diferente estabilidad en la produccion de PR (Meleady et al., 2011) y qp
(Nissom et al., 2006; Carlage et al., 2009; Ho, 2013; Kang et al., 2014; Orellana et al., 2015;
Sommeregger et al., 2016; Hausmann et al., 2018). En este ultimo caso, se han comparado
células CHO que secretan, con diferente qp, proteinas de fusion (Nissom et al., 2006; Carlage
et al., 2009), AcM (Ho, 2013; Kang et al., 2014; Orellana et al., 2015; Hausmann et al., 2018),
y fragmentos de anticuerpos (Sommeregger et al., 2016) (Tabla II).

Tabla Il. Estudios de transcriptomica (T) y protedmica (P) de células CHO donde se comparan poblaciones celulares con diferentes

productividades de proteinas recombinantes (PR). Los genes se encuentran escritos en cursiva e inicial mayuscula, y las proteinas en
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mayusculas. Se mantuvo en todos los casos la nomenclatura original para evitar confusiones con los articulos citados y la informacién se

presentd en orden cronolégico. g,: productividad especifica, RE: reticulo endoplasmatico, AcM: anticuerpo monoclonal, DHFR: dihidrofolato

reductasa, GFP: proteina fluorescente verde, TH4: tetrahidrofolato.

Linea Genes/proteinas y/o procesos Genes/proteinas y/o procesos Poblaciones Estudio Referencia
celular aumentados disminuidos celulares
CHO DUK | Catabolismo de proteinas (Arith, Traduccion (Rpl37a) Clonas con Nissom y
(Dhfr-) Nedd4, Psma4, Psmc5, Usp10) Reparacioén del ADN (Erccb) diferente cols. (2006)
Traduccién (Eef1at, Phca, Rps2, Metabolismo de glucosa y nucledsidos produccién
Rps27) (Pgm2) de la proteina
Transcripcion (1810007M14Rik, Apoptosis (Bcl10) de fusion
Hmgn3, Ubxd2) Plegamiento de proteinas (Hspab) DHFR-GFP
Corte y empalme del ARNm Transporte electronico (Atp5g3)
(Lsm8, Sfrs5, Yt521) Organizacion del citoesqueleto (Tmsb10,
Reparacion del ADN (Recql, Tmsb4x)
Ube2a) Ciclo celular (Igfbp-4, Ptma, S100a6)
Ciclo celular (Ceng2, Gsg2) Sefializacion celular (Mpp1)
Transporte electronico (Cox7a2) Regulacién del calcio (Sv2b)
Catabolismo de acidos grasos Uniones GAP (GJAT)
(Dci)
Anabolismo de &cidos grasos
(Elovi5)
Sefializacion celular (Cap1,
Mapk®6, Pelit)
Transporte de hierro (Fth1)
Metabolismo de LDL (Anxa2)
Traduccion  (EIF2S3, EEF1A2, | Traduccion (RPL24)
EEF1A1) Transcripcion (BASP1)
Plegamiento de proteinas (HSPD1, | Proliferaciéon celular y apoptosis (LGALS3,
PPIB, HYOU1) LGALS1)
Catabolismo de proteinas | Organizacion del ADN (HIST1H1C)
(NEDD4) Senializacion celular (AHNAK)
Glicolisis (PKM2, MDH2) Citoesqueleto (VIM)
Transcripcion (HMGB1) Metabolismo del glutatiéon (MGST1)
Ciclo celular (S100A11)
Sefializacion celular (ANXA1)
Metabolismo de LDL (ANXA2)
CHO UPR (Hspab, Mbtps) Trafico vesicular (Tgoln2, Rab6a, Gga2, Células que Doolan y cols.
DUKX Plegamiento de proteinas (Hspa5, Vdp, Arl1, Rab34, M6prbp1) expresan (2008)
Canx, Erp70, Tra1, Hyou1) Mecanismos antioxidantes (Mgst1) rhBMP-2  vs
Procesamiento de proteinas Metabolismo de lipidos (Sptlc1, Cyp1a2) células que
(Zmpste24, Psent) Glicosilaciéon (Dpagt1, Entpd5) coexpresan
Trafico vesicular (Ap2m1, Nsf, Traduccion (Srp72) ademas la
Rtn3, Sec13l1, Picalm, Kifc3) Apoptosis (Casp3) enzima
Sintesis de lipidos (Oprs1) Formacién de complejos MHC | (Tap2) PACEsol
Metabolismo de lipidos (Ephx1, Sintesis de esteroles (Cyp11at)
Rdh11) Plegamiento de proteinas (Tor1a, Entpd5)
Sintesis de esteroles (Cyp571a1, Actividad lisosomal (Ppgb)
Hmgcr, Znf9, Scbdl, Soat2) Regulacién de Rab GTPasas (Gdi2)
Glicosilacion (Rpn1, Siat8d, Senializacion celular (App)
Galgt2) Transcripcion (App)
Sefializacion celular (Oprs1)
Regulacién del calcio (Oprs1)
ERAD (Herpud1)
Corte y empalme de ARNm
(Syncrip)
Citoesqueleto (Mapre1)
CHO Plegamiento de proteinas (HSPA4, | Plegamiento de proteinas (GRP78, GRP75, Células que Meleady y
DUKX PDIA6, HSP27) HSPAS) expresan cols. (2008)
Traduccion (AARS, eEF 15, EIF3F, Metabolismo de nucledsidos (IMPDH1, PNP, | rhBMP-2 vs
NPM1, RPLPO) APRT) células que
Sintesis de lipidos (GPDH) Apoptosis (ANXAS5, LGALS1) coexpresan
Sintesis de esteroles (HMGCS1) Traduccion (EIF4B) ademas la
Metabolismo de carbohidratos Citoesqueleto (VIM, VCL, CAPG, CAP1, enzima
(ENO) TPM3, LASP1, STMN1) PACEsol
Citoesqueleto (CNN3, ARHGDIA) Sintesis de aminoacidos (PGDH)
Remodelacion de la cromatina Metabolismo de carbohidratos (PHGDH,
(NPM1) MDH)
Reparacién del ADN (NPM1) Progresion del ciclo celular (S100A11)
Metabolismo de nucleésidos Transcripcion (HNRNPDL)
(TYMS) Glicdlisis (GPD2)
Glicolisis (ENO1) Metabolismo de aminoacidos (PHGDH)
Replicacion (MCM7)
Metabolismo de péptidos (THOP1)
Ciclo celular (NSFL1C)
CHO DG44 | Sintesis de proteinas (AARS, | Organizacion del ADN  (HIST1H1C, | Células que Carlage y
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EIF3, RPL30, RPS6, RPS7)
Plegamiento de proteinas (HSPAS,
CCT4, CCT7)

Proliferacion celular (NAP1L1)
Ciclo celular (RACK1, S100A6,
RAN)

Glicolisis (ENO1, G3PDH)
Citoesqueleto (CAP1)

Metabolismo de carbohidratos
(PSAT1)

Mecanismos antioxidantes (TRX)

HIST1H2AF)

Transcripcion (HNRNPA2B1)

Citoesqueleto (FLNA, VIM, MYL12B, MYH9)
Metabolismo de LDL (ANXA2)

Trafico vesicular (MYH9)

Proliferacion celular (LGALS1, CLIC1)
Senfalizacion celular (OSTF1)

Regulacién del proteosoma (PSME1)
Sintesis de esteroles (PTGES3)

expresan una
proteina de
fusion
humanizada
Vs células
que
coexpresan
ademas BCL-
xL

cols. (2009)

CHOK1 'y Protedlisis (Bap1, Ctsl, Nedd4) Muestras de T Clarke y cols.
CHO Sintesis de proteinas (E/f3s1, Elf5a, Rpl3) cultivos en (2011)
DUKX Plegamiento de proteinas (Cct6a, Hspa8, Dnaja1, Ppid, Pdia4, Canx) fase
Transporte vesicular (Nsf, Kns2, Lman2, Rab6a, Rtn3) estacionaria
Glicosilacién (Dpm1, Sic35a1) de hipotermia
Transcripcién (App, Pparb) moderada
Senfalizacion celular (App, Hras, Mapk1, F2R, Hmgb1)
Metabolismo de lipidos (Cd36, Npc1)
Corte y empalme de ARNm (Hnrpk)
Metabolismo de nucledsidos (Hprt1)
Organizacion de la cromatina (Hmgb1)
Reparacion del ADN (Hmgb1)
Citoesqueleto (Vim)
Metabolismo de LDL (Anxa2)
Proliferacion celular (Cdc20)
Catabolismo de proteinas (Psmd4)
CHO-BRI Plegamiento de proteinas (TRAP1, | Plegamiento de proteinas (GRP94, HSPD1, | Células P Ho (2013)
GRP75) HSP90AA1, PDIAG) productoras
Citoesqueleto (LMNA) Citoesqueleto (ACTB, VIM, LMNB1, CHP) de un AcM
Metabolismo de carbohidratos Metabolismo de carbohidratos (ACO2) camélido
(ALDH, CS, GPD2) Proliferacion celular (PCNA) quimérico de
Metabolismo de lipidos (ACOT2, Organizacioén del ADN (HIST1H2AB) cadena
HSD17B10, GPD2) Sintesis de ATP (ATP5B) pesada vs la
Metabolismo de aminoacidos Sintesis de colageno (SERPINH1, PLOD3) linea parental
(AST, HIBADH, DLD) Transcripcion (POLR2E)
Proliferacion celular (PHB)
Fosforilacion oxidativa (NDUFV1,
NDUFS3)
Sintesis de proteinas (RPLPO)
Metabolismo de un carbono
(MTHFD1L)
Trafico vesicular (PDCD6)
Transporte de péptidos (ABCD3)
CHO Sefializacion mediada por Ca?* Sefializacion mediada por Ca?* (Rcan, ltpr1) | Células que T Kang y cols.
(TmemZ20) Sefalizacion celular (Lck) expresan (2014)
Transduccioén de sefiales, Catabolismo de proteinas (Rhbdf2) diferentes
proliferacion, transcripcion, Sintesis de aminoacidos (Pycr2) AcM con
estabilidad del ARNm y traduccion Defensas antioxidantes (Pycr2) diferentes
(Khdrbs1) Transcripcion (Atf3) titulos
Catabolismo de acidos grasos
(Acaa?2)
Transcripcion (Nanos3)
Ciclo celular (Nanos3)
Senfalizacion celular (Prex1)
Proteccion del ADN (DDB1) Plegamiento de proteinas (CCT1, CCT3, P
Traduccion (SRPR, CCDC72) CCT4, CCT7, CCT8)
Trafico vesicular (AP3D1, AP2B2, Transporte nucleo-citoplasma (TNPO1)
HOOK3) Metabolismo de un carbono (MTHFD2)
Catabolismo de acidos grasos Traduccion (EIF4A3)
(ACAA2)
Reorganizacion del citoesqueleto
(TMOD3)
Sefalizacion celular (MAPK1)
CHOK1SV | Sefalizacion mediada por insulina Células que Microarreglo Edros y cols.
(Pik3cd, Pik3cg, Ins2) expresan gRT-PCR (2014)
Otros genes de sefializacion de 1gG4 a enfocado a
mTOR (PId1, Rragc, Telo2, Rps6, diferentes qp genes
Prkab1) muridos de
mTOR
CHOZN Mecanismos antioxidantes (GSS, Proliferacion celular (MCM7, MCM2, MCM3, Clonas P Orellana y
GS-/- GSTT2, TXNRD1, PRDX1, MCM4, MCM5, MCM6, PCNA, PHB) procedentes cols. (2015)
G6PDX, GCLM, GSTP2, CAT, Metabolismo del ADN (SSRP1, RAD23B, del mismo
IDH1) NASP, RPA1, NONO, UBE2N, SFPQ, evento de
Organizacioén del citoesqueleto RUVBL1, PARP1, TRIP13) transfeccion

(MYLS6, TLN1, ACTA1, CAPZA2,

Sintesis de compuestos nitrogenados

que producen
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CAPZA1, ACTN1, ARPC4, (BCAT1, HSP90AA1, HPRT, CTPS, CAD, diferentes
CSRP1, MYH9, PFN1, CFL1, PRPSAP1, GMPS, PFAS, GART, MTHFD1, cantidades
RHOA, CNN2, CAP1, ACTRS3, TYMS, GOT1, ADK, ADSL, ENOPH1, de un AcM
PFN1, ARPC2, CAPG, DSTN, PSAT1, PAICS, PRPS2, IMPDH2)
TUBAS3A, TUBB6, TUBG1, SEPT2) | Traduccion (EIF2S3X, BF5, GARS, EPRS,
Transporte intracelular (MYL6, BF5A, QARS, VARS, KARS, EIF4G1,
COPA, YWHAZ, KIF5B, CLTC, WARS, BF3B, GSPT1, BF2S1, RPL9,
MYH9, CDC42, AP2A2, COPG2, BF2S2, BF4A1, KHSRP, LARS, RPL11,
YWHAG, YWHAH, COPB1, FARSA, RPS11, KPNA2)
RAB1, EHD1, RAB10, SAR1A) Corte y empalme del ARN (SNRPA1,
STRAP, EFTUD2, SYNCRIP, YBX1, SF3A3,
HNRNPA3, NONO, SF3B1, DDX39,
HNRNPK, TARDBP, PRPF8, PRMT5, SFPQ,
DHX15, KHSRP, HNRNPC, PABPC1, NRPF,
SNRPE)
Transporte nucleo-citoplasma (NUP155,
CSE1L, IP04, NPM1, IP05, NOP58, NUTF2,
KPNA4, KPNA3, MYBBP 1A, KPNB1,
KPNA2, TNPO1)
Catabolismo de proteinas (RAD23B,
SKP1A, PSMA8, UBE2N, PSMB4, PSMC6,
PSMD14, HSP90B1, PSMB7, PSMAG,
PSMB1, OTUB1, PSMC3, UBE2K, PSMC2,
PSMB2, CACYBP, PSMC1, UCHLS5,
CAND1)
Sintesis de aminoacidos (BCAT1, MTHFD1,
GOT1, ENOPH1, PSAT1)

CHO- Transporte vesicular (VAPA, RAB1, | Protedlisis citosélica (ECM29) Células que Sommeregger

DUKX SEC22B, MYH10) Proliferacion celular (NASP, PRPS1) expresan y cols. (2016)
Proliferacion celular (LGALS1, Citoproteccion (HMOX1) una proteina
ANXA11) Catabolismo de lipidos (LPL) scFv-Fc con
Protedlisis (CTSB, SERPINB1A) Citoesqueleto (TMPO) diferentes qp
Citoproteccion (MYOF) Organizacion de la cromatina (HMGNS5)

Organizacion del citoesqueleto Transporte nucleo — citoplasma (XPO5)
(CAPG, LIMA1, PLEC, VIM, GSN, Plegamiento de proteinas (CIAPIN1)
DSTN, CORO1B, ARPC1B, Sefializacion celular (ICAM1, PPM1G,
TMEM43, SEPT11, LASP1, MYH9, | PA2G4)

MTAP1B, CTTN, MYH10, CNPY2) | Traduccion (PA2G4)

Sintesis de colesterol y acidos

grasos (CYB5R1, HSD17B12,

HSD17B7)

Catabolismo de lipidos (NAGA,

PSAP)

Transduccion de sefiales (GNG12,

ARHGAP1, PPP2R2A, REEPS,

NUCB2)

Traduccion (IARS2)

Plegamiento de proteinas (PPIB,

CRELD2)

Autofagia (MTAP1B)

Muerte celular (CIAPIN1)

Regulacién del pH intracelular

(ATP6V1B2, ATP6V1G1)

Metabolismo de lipidos (PDXDC1)

Metabolismo de carbohidratos

(PDXDC1, GPD1L, PCX)

Sefializacién por calcio (CALM)

Transcripcién (HTATSF1)

CHO DG44 | Antes de la seleccién con MTX: Antes de la seleccién con MTX: Clonas con Hausmann y
Catabolismo de acidos grasos Transduccion de sefiales (subunidad alfa 2 una cols. (2018)
(3,2-trans-enoyl-CoA isomerasa, de la proteina de unién a nucledtidos de produccion
mitocondrial) guanina) diferente del
Traduccion de proteinas (Factor de | Después de la seleccion con MTX: AcM H10 que
elongacion 2) Respuesta a estrés oxidativo (SOD reconoce al
Respuesta a estrés oxidativo (SOD | mitocondrial) antigeno
mitocondrial) Transcripcién (proteina 14-3-3 theta) CEA

Glicosilacion (UDP-N-
acetilhexosamina pirofosforilasa)
Metabolismo de TH4 (serina
hidroximetiltransferasa)

Después de la seleccién con MTX:
Catabolismo de &cidos grasos
(3,2-trans-enoyl-CoA isomerasa,
mitocondrial)

Traduccion de proteinas (Factor de
elongacion 2, factor de elongacion
1 gamma)

Catabolismo proteosomal de

Remodelacion de la cromatina (proteina tipo
actina 6A)

Reparacién del ADN (proteina tipo actina
6A)

Ciclo de Krebs (fumarato hidratasa
mitocondrial)

Plegamiento de proteinas (chaperona
MESD de plegamiento de LDLR, PDI A3,
serpina H1)

Metabolismo de TH4 (serina
hidroximetiltransferasa)
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proteinas (subunidad tipo beta del
proteosoma)

Glicolisis (alfa enolasa)

Sistema de control de calidad de
proteinas (HSPA8)

Citoesqueleto (vimentina)

Diferentes estudios 6micos sugieren que ante una mayor sintesis de PR las células
CHO activan mecanismos de transporte de vesiculas y proteccién del ADN, y modifican su
metabolismo de carbohidratos, lipidos y aminoacidos, para incrementar la secrecion hacia el
medio extracelular, tener mayor disponibilidad de energia y evitar dafos por especies
reactivas de oxigeno (EROS) (Tabla Il) (Carlage et al., 2009; Clarke et al., 2011; Doolan et
al., 2008; Hausmann et al., 2018; Ho 2013; Kang et al., 2014; Meleady et al., 2008; Nissom et
al., 2006; Orellana et al., 2015; Sommeregger et al., 2016).

El aumento en la productividad parece estar mediado, en parte, por una mayor
transcripcion, acceso al ADN (remodelacién de la cromatina) y traduccidn, acoplado a un
catabolismo activo de proteinas (Clarke et al., 2011, Hausmann et al., 2018; Meleady et al.,
2018; Sommeregger et al., 2016). Un incremento en la qp también ha conllevado a un
reordenamiento del trafico intracelular, donde destaca el incremento de proteinas
adaptadoras (AP2, AP3), las relacionadas con la formacién de vesiculas y reclutamiento de
cargos (PDCDG6), fusion de membranas (factores de reconocimiento y anclaje, NSF,
SNARESs), motores moleculares (quinesina, miosina), estructurales de vesiculas (COPA,
COPG2, COPB1) y GTPasas pequenas (Rabs, Sar1a, Arfs), sugiriendo un incremento en los
procesos de formacion, transporte, reconocimiento y fusion de vesiculas (Doolan et al., 2008;
Clarke et al., 2011; Ho 2013; Kang et al., 2014; Orellana et al., 2015; Sommeregger et al.,
2016).

Un fendmeno recurrente es la presencia de diferentes conjuntos de chaperonas en
dependencia del nivel de productividad, lo que podria explicarse por el hecho de que cada
proteina requeriria de un conjunto particular de chaperonas para evitar un plegamiento
incorrecto en el RE que podria conllevar a la activacion de respuestas de estrés (Carlage et
al., 2009, Clarke et al., 2011, Doolan et al., 2008, Hausmann et al., 2018, Ho 2013, Meleady
et al., 2008, Nissom et al., 2006). En general se ha observado que estas células disminuyen
varias proteinas que participan en la proliferaciéon celular ante un aumento de la qgp, lo que
pudiera derivar en un re-direccionamiento de los recursos hacia la produccién de proteinas.
Sin embargo, estos blancos relacionados con la proliferacion deben ser evaluados antes de

su modificacion, pues otros estudios no han evidenciado correlacion alguna entre qp y la
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velocidad de crecimiento (Wurm y Jordan, 2003; Chusainow et al., 2009). También se ha
reportado la inhibicién de la apoptosis, lo que prolonga la viabilidad celular e incrementa el
titulo de la PR.

En cuanto al citoesqueleto, este se reordena, con una tendencia a disminuir la
cantidad de vimentina a medida que se produce mas PR, aunque la relacién de esta proteina
con la productividad no ha podido ser explicada aun con claridad. La vimentina se encuentra
asociada a nucleo, mitocondria, microtubulos y filamentos de actina unidos a motores
moleculares (Menko et al., 2014). Funcionalmente se le ha involucrado en la sefalizacion
celular, adhesidn, regulacién de la transcripcion y organizacion del ADN (lvaska et al., 2007;
Dave y Bayless, 2014; Kidd et al., 2014). En algunos estudios se ha descrito un cambio
significativo en la abundancia relativa de una gran cantidad de proteinas reguladoras del
citoesqueleto, lo cual pudiera derivar en una reestructuracion profunda de los filamentos y
microtubulos que favoreciera, entre otros procesos, el trafico de vesiculas (Meleady et al.,
2008; Orellana et al., 2015; Sommeregger et al., 2016).

La influencia de los procesos de sefalizaciéon celular en la productividad de células
CHO no ha sido abordada hasta el momento. En este sentido, sobresale la regulacion del
calcio intracelular y las respuestas dependientes de este catiéon (Doolan et al., 2008; Kang et
al., 2014; Sommeregger et al., 2016), las respuestas dependientes de anexinas (Nissom et
al., 2006), MAP cinasas (Clarke et al., 2011; Kang et al., 2014), Ras (Clarke et al., 2011),
insulina (Edros et al., 2014), proteinas G, GTPasas de la familia Rho, fosfatasas y receptores
nucleares (Sommeregger et al., 2016), entre otros. El cambio en varias vias de senalizacion
celular en un conjunto de estudios de protedmica diferencial apunta a que estos procesos
juegan un papel importante en la regulacion, directa o indirecta, de la productividad celular en
células CHO, indicando que se hace necesario un estudio mas profundo de estas vias en un

contexto de producciéon de PR.

Por lo general, estos reportes protedmicos utilizan homogenizados celulares, sin
ningun procedimiento de fraccionamiento previo, como muestra de estudio, donde se
encuentra representada la mayoria de las proteinas celulares. Ese tipo de analisis no es
representativo de todo el proteoma, debido a que la abundancia relativa entre proteinas
puede diferir hasta en 7-8 6rdenes de magnitud, donde proteinas estructurales y ubicuas
pueden enmascarar la deteccidn de otras menos abundantes (Stasyk y Huber, 2004), como

las pertenecientes a la VCS. Esta limitacion representa una desventaja en el estudio de esta
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via, la cual juega un papel activo en procesos como el metabolismo de lipidos y proteinas
(Vance, 1990; Bolt et al., 2008; Hasegawa et al., 2011; Rahimpour et al., 2013; Tannous et al.,
2015), la biogénesis de organelos (Joshi et al., 2017), ciclo celular (Bourougaa et al., 2010) y

la apoptosis (Fribley et al., 2009).

Una estrategia para eliminar este sesgo es el empleo del fraccionamiento celular
previo al analisis protedmico, lo que permite identificar un mayor niumero de proteinas y
estudiar procesos celulares especificos (Michelsen y von Hagen, 2009; Wong y Adeli, 2009).
Su incorporacion a la investigacion protedmica ha incrementado hasta un 30% el numero de
proteinas identificadas mediante espectrometria de masas en tandem (MS/MS) con respecto

al homogenizado no fraccionado (Paulo et al., 2013).

Dados estos antecedentes, se realizo la identificacion de proteinas de la VCS con una
acumulacion diferencial entre dos clonas de células CHO con una diferencia de 26 veces en
su qgp, empleando como muestra de estudio las fracciones subcelulares enriquecidas en
diferentes organelos obtenidas en gradientes de sacarosa. Estas proteinas asociadas a
cambios en la productividad probablemente participen en procesos claves durante la
expresion y secrecion de PR, y su modulacion podria impactar significativamente en la
obtencion de clonas de mayor productividad y mejor desempefio durante el cultivo celular.
Adicionalmente se identificaron blancos pertenecientes a otros compartimentos celulares y
asociados a un fenotipo de mayor productividad, que pudieran ser incorporados a futuras
estrategias de ingenieria celular con un impacto positivo en el titulo y calidad de las PR

obtenidas en estas células.

7.2 MATERIALES Y METODOS
7.2.1 Fraccionamiento subcelular y precipitacion de proteinas

Las células CHO, colectadas durante la fase exponencial de crecimiento, se
procesaron, homogenizaron y fraccionaron de acuerdo con los métodos reportados en el
Capitulo Il (Pérez-Rodriguez et al., 2020b). Las proteinas de cada fraccién se precipitaron
con acetona siguiendo el protocolo implementado y descrito en el Capitulo Il (Pérez-
Rodriguez et al., 2020c). Los homogenizados celulares se obtuvieron a partir dos réplicas
biolodgicas para cada linea celular, cada una consistente en un grupo de 9 frascos Erlenmeyer
colectados a las 72 h de cultivo durante la fase exponencial de crecimiento. Los

compartimentos resultantes se muestran en la Fig 8.
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Fig 8. Fraccionamiento de células CRL-12444 y CRL-12445 por centrifugacion diferencial e isopicnica. Las células se rompieron
mecanicamente y sus componentes se separaron por centrifugacion diferencial. Los precipitados de esta separacién se aplicaron en
gradientes de sacarosa, a partir de los cuales se obtuvieron 9 bandas de componentes celulares, cuyas proteinas, junto al citosol, se

identificaron y cuantificaron por LC-MS/MS. C1-C10: compartimentos subcelulares 1-10.

7.2.2 Analisis MS/MS

Se solubilizaron 200 ug de proteinas en 50 uL de tampdn de guanidinio (6M cloruro de
guanidinio, 5 mM Tris [2-carboxietil] fosfina, 10 mM cloroacetamida, 100 mM Tris-HCI, pH
8.5), se incubaron a 99°C por 10 min, de los cuales se tomaron 100 ug y se digirieron con
tripsina durante 12 h. La digestion se detuvo con 0.5% (v/v) TFA, y se purificaron 20 ug de
péptidos de acuerdo con Rappsilber y cols. (2007).

Estos péptidos se separaron en un sistema de flujo capilar UltiMate 3000 RSLCnano
system (capLC Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA), acoplado a una
columna C18 de 15 cm (50 um x 150 mm, 2 uym Acclaim PepMap C18 column) a un flujo de
1.2 pyL/min, en un gradiente escalonado de 3-45% de acetonitriio durante 120 min. Los
péptidos separados se inyectaron en un espectréometro de masas Q-Exactive HF-X (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA), operado en modo de adquisicion
dependiente de datos Top 12. El espectro MS1 se colectdé a una resolucion de 60,000, blanco
AGC 3.0 x 108, con un tiempo maximo de inyeccién de 30 ms. A partir de este se colectaron

12 espectros MS2 a una resolucion de 15,000, en un tiempo maximo de inyeccion de 30 ms.
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La energia de colision HCD se establecié al 28% vy la exclusion dinamica a 25 seg.
Durante el analisis de los espectros en el software MaxQuant, la carbamidometilacion y
oxidacion de las metioninas se establecieron como modificaciones fijas y variables,
respectivamente, con posibilidad de pérdida de un corte proteolitico y una tasa de
descubrimiento falso (FDR) del 1%. La lista de péptidos identificados se asigné a sus
proteinas correspondientes mediante la busqueda en el proteoma de referencia de células
CHO (UP000001075), y en una lista de contaminantes comunes conocidos. Se establecio

una tolerancia de 20 ppm para los espectros MS1 y MS2.
7.2.3 Procesamiento, comparacion y clasificacion de datos protedmicos

El flujo del procesamiento de datos y de la identificacion y clasificacion de proteinas
con acumulacion diferencial entre las lineas celulares CRL-12444 y CRL12445, se muestra
en la Fig 9. La limpieza de datos se efectud por eliminacién de los contaminantes y de los
grupos proteicos identificados en la base de datos inversa o por MPT. Los grupos proteicos
resultantes se redujeron a un unico miembro para su posterior procesamiento. Todos los
analisis de hicieron individualmente para cada compartimento subcelular (C1-C10) en
lenguaje de programacion R (R Core Team, 2020). Los datos se normalizaron con el paquete
Normalyzer v1.1.1 (Chawade et al., 2014), y se seleccionaron los dos mejores métodos entre
los 11 evaluados. Los datos ausentes se estimaron con el método QRILC debido a que estos
presentaron una ubicacion preferente hacia los menores valores de la distribucién (Lazar,
2015).

La comparacion de la abundancia de proteinas entre ambas lineas celulares, por cada
compartimento, se llevd a cabo con los softwares SAM (Roxas y Li, 2008) y ROTS (Suomi et
al., 2017). SAM asigna a cada gen i un estadistico di en base al cambio en la expresion de
dicho gen relativo a su desviacion estandar (Pursiheimo et al., 2015). ROTS, por su parte,
maximiza la reproducibilidad de la posicion de los genes en una lista, ordenada de acuerdo al
cambio en su expresion, a partir de la permutacion selectiva de los datos. El estadistico
empleado en ROTS (ds) es optimizado de acuerdo a ciertos parametros (a1, az) entre una
familia de pruebas estadisticas t (Suomi et al., 2017). En ambos algoritmos el FDR se estima
por un procedimiento de permutaciones. El punto de corte para la deteccidén de proteinas con
acumulacion diferencial (PDA) en el analisis de SAM fue de un cambio en su concentracion
de al menos dos veces y un FDR<0.05, mientras que en ROTS se establecié B=1000

(numero de permutaciones), K=2000 (numero de genes en la parte superior de la lista) y
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FDR<0.05. Debido a la escasa informacion de las funciones de las proteinas de hamster
chino, las PDA se alinearon contra el proteoma de referencia de Mus musculus
(UP0O00000589), usando el software BLAST+ v2.2.24, para asignarles su homélogo murido
mas cercano Y llevar a cabo los analisis funcionales subsiguientes. Las PDA se mapearon y
clasificaron por BlastKOALA de KEGG (Kanehisa et al., 2016), PANTHER v14.0 (Mi et al.,
2019) y DAVID v6.8 (Huang et al., 2009).

La identificacion de grupos de genes con una acumulacion diferencial se realizé con el
software javaGSEA (Subramanian et al., 2005). Los términos de Ontologia de Genes (GO) de
Mus musculus se obtuvieron de grupos de genes previamente clasificados en la base de
datos GO2MSIG (Powell, 2014). Las variables “collapse dataset to gene symbols” y “metric
for ranking genes” se establecieron como “false” y “diff of classes”, respectivamente. El valor

de corte para significacion estadistica fue un FDR<0.25.
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Fig 9. Diagrama de flujo del procesamiento de datos protedmicos. Este procesamiento comprendié la limpieza, normalizacién e imputacién
de datos previo a la identificacion de proteinas y grupos de genes con acumulacién diferencial entre las lineas celulares CRL-12444 y CRL-
12445. Las proteinas con acumulacion diferencial (PDA) se clasificaron de acuerdo a la ontologia de genes, se compararon con estudios
previos de proteémica y aquellas de la via clasica de secrecion (VCS) se agruparon en procesos celulares. MPT: modificaciones post-

traduccionales, RE: reticulo endoplasmico, UPR; respuesta a proteinas mal plegadas, AG: Aparato de Golgi, MEC: Matriz extracelular.
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7.3 RESULTADOS
7.3.1 Identificacion de PDA entre las células CRL-12444 y CRL-12445

Se identificaron 4952 proteinas de células CHO, de las cuales 493 se clasificaron
como diferencialmente acumuladas entre ambas lineas celulares por los algoritmos SAM y
ROTS. En las células de mayor productividad (CRL-12445), el algoritmo SAM identifico 125
proteinas aumentadas y 285 disminuidas, mientras ROTS report6 66 aumentadas y 71
disminuidas. Un grupo de 21 aumentadas y 25 disminuidas se detectaron a la vez por ambos
algoritmos (denominadas proteinas comunes con acumulacion diferencial). Adicionalmente a
estos resultados globales, se analizé la contribucion de cada compartimento de los
gradientes de sacarosa a las PDA (Fig 10). La mayoria de las PDA provinieron de las
fracciones C3-C5 y C7, las cuales se encuentran enriquecidas principalmente en AG, nucleo,
mitocondria, peroxisomas y RE, mostrando una sobrerrepresentacién de la VCS en las
proteinas con una abundancia diferente entre ambas lineas celulares. Las PDA aumentadas
estuvieron principalmente en C4, una fraccion no identificada aun, y en trans-Golgi, mientras

las disminuidas procedieron en su mayoria de cis-Golgi.
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Fig 10. Contribuciéon de cada compartimento celular a las PDA. (A) Compartimentos subcelulares (C1-C10) obtenidos por centrifugacion
diferencial e isopicnica de homogenizados de células CHO. (B) Numero de PDA identificadas por cada compartimento por los algoritmos
SAM y ROTS, que estuvieron aumentadas o disminuidas en las células CRL-12445 con respecto a CRL-12444. PDA: proteinas con
acumulacién diferencial.

7.3.2 Clasificacion de PDA de acuerdo con los términos GO, vias celulares y enriquecimiento

de grupos de genes

Las proteinas que mostraron una acumulacion diferencial entre las lineas celulares
CRL-12445 (mayor qp) y CRL-12444 (menor qp), de acuerdo con los algoritmos SAM y
ROTS, se clasificaron en categorias de procesos biolégicos, componentes celulares,
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funciones moleculares, vias celulares y clases de proteinas. Esta clasificacion, mediante
PANTHER, DAVID y KEGG, se realizd con el objetivo de identificar procesos celulares y
moleculares asociados a los cambios en la qp donde participan estas PDA. Ademas de la
identificacion de proteinas individuales, también se empled el software GSEA para hallar
grupos de genes que presenten una acumulacion diferente entre ambas lineas celulares en
estudio. Estos grupos de genes participan en procesos biolégicos comunes o comparten una
misma localizacion celular o funcion molecular, lo que permite la deteccién de cambios
modestos pero coordinados de estos grupos y, por tanto, en procesos donde la identificacion
de proteinas individuales no muestra ningun resultado (Mootha et al., 2003; Subramanian et
al., 2005).

En general se observé que de las proteinas comunes con acumulacién diferencial
clasificadas por PANTHER, las aumentadas (Fig 11A, C, E, G, I) y disminuidas (Fig 11B, D, F,
H, J) se agruparon en las categorias de metabolismo, organizacion o biogénesis de
componentes celulares, localizacion y otros procesos celulares (Fig 11A, B), los cuales
pertenecieron a componentes de células, complejos que contienen proteinas y organelos (Fig
11C, D). Las proteinas de membrana y enzimas del ciclo de Krebs aumentaron su
abundancia mientras aquellas pertenecientes a complejos supramoleculares, region
extracelular, biosintesis de prolina, moléculas de senalizacion y proteinas de union a calcio
disminuyeron (Fig 11H, J). Otras categorias con una regulacién diferente entre ambas

poblaciones celulares se muestran en el Anexo 8.

45



>
W
(9]
o

IS
<)
IS
=)
9
=]
9
=]

o

o
Sy

g

o

Porcentaje (%)
- N oW
o o

Porcentaje (%)
- N W b
=]
Porcentaje (%)
w
=]

Porcentaje (%)
- N oW
o 3 8 8
]
]

Hmmﬂﬂﬂ o.ﬂﬂﬂﬂmrmm : [1(jié

.
4‘9@ -:I
[ ]

S PR Q el L2 O N0 R 2 2 o
‘ P S0P Lo Fu? 02 30, 0 ¥ oS W@ W@
O o 0 o°\,b<\°\p‘:-’}\§o oy C'oro""\\;o@ e‘,\?@&é‘o\b@@o O'D\\) B 00\\) 5 & & X
IS it P O o e ° & & o® & & &
& & 0?;" & 0Q" > E L Fe OQGJ 2.0 e W« e @ 5
L 20 VPP L& VS &5 & R e
& Skt a O @ 307 W@V .S 0 @ o 7 gr P
O o 5 RO S N £ 0 )
CR B & et S & & 0 L8
RPESPL & ¥ LE oo S o o €
z * @ ot &5 & &
S S & & P
& «\Q") P o
° ° F G

Porcentaje (%)
P n w
o o o o
~
a8 |
“%. ]
Porcentaje (%)
- N W
o o & o

. & 0
o G
A & o :
> ) 2
& & ¥ NS
o & &
\s @ P ol
~ & v
A &
&
&
\)\Q
&

2
[

15 15
o 10 @10
3 3
g g
E H H H H H H H P
5 5
: : NERNER
ol " ‘ ok " L
2 o Y S 2. 0. 20 2000
PP BONP R P S e S O
oo G T8N B
SELIES S e S S P E Q‘é)ofb@be
@ @ O
R EC S EET S
-0
> 6&0 R 0 @&)Q‘
o e} RSt S
& e &

Fig 11. Clasificacion de las PDA mediante PANTHER. Las proteinas comunes con acumulacion diferencial (identificadas por SAM y ROTS
a la vez) aumentadas (A, C, E, G, I) y disminuidas (B, D, F, H, J), se clasificaron usando el andlisis de clasificacién funcional basado en las
categorias de procesos bioldgicos (A, B), componentes celulares (C, D), funcién molecular (E, F), vias (G, H) y clases de proteinas (I, J).
Act.: actividad, CC: componente celular, MEC: matriz extracelular, MOP: proceso de organismos multicelulares, TRA: actividad reguladora
de la transcripcion, TCA: acido tricarboxilico.

La clasificacion de estas proteinas comunes con acumulacion diferencial mediante
DAVID senaldé que en ambas células se modificaron otros procesos como la adhesion celular,
organizacion de la matriz extracelular (MEC), metabolismo del NAD, biogénesis de vesiculas
y la unién a la GTPasa Rac (Fig 12). Tomando en cuenta todas las PDA, las categorias de

transporte, secrecion, endocitosis, almacenamiento de lipidos, polimerizacion de la actina,
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sintesis de ribosa fosfato y acido ascorbico, proteosoma, autofagosoma, lisosomas y
endosomas, se vieron favorecidas en las células de mayor productividad, mientras el
transporte de calcio, corte y empalme de ARN y los peroxisomas estuvieron poco
representados.
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Fig 12. Clasificacion de las PDA mediante DAVID. Las proteinas comunes con acumulacion diferencial, aumentadas (A, C, E) y disminuidas
(B, D, F), se clasificaron en base a procesos bioldgicos (A, B), componente celular (C, D) y funcién molecular (E, F). ACS: adhesion célula-
sustrato, ARNr: ARN ribosomal, CC: componentes celulares, DV: desarrollo de la vasculatura, EEC: estructura extracelular, GCF: grupos
que contienen fosforo, MEA: morfogénesis de estructura anatémica, MEC: matriz extracelular, PCDS: propagacion celular dependiente del

sustrato, PM: proceso metabdlico, PSGR: precursor de la subunidad mayor del ribosoma, SGR: subunidad mayor del ribosoma.

La clasificacion en cuanto a vias celulares a través de KEGG mostré diferencias en
carbohidratos, cofactores y vitaminas, lipidos, aminoacidos, nucleétidos, metabolismo
energético y procesamiento de la informaciéon genética y ambiental (Fig 13). La via de las
pentosas fosfato, aminoacil-ARNt, degradacion del ARN, transportador ABC, citoesqueleto de
actina y metabolismo del colesterol se asociaron positivamente a una mayor produccion del

AcM, en tanto que la fosforilacién oxidativa, degradacién de acidos grasos, metabolismo de

47



nucleotidos, transcripcidn, ribosomas, plegamiento de proteinas en el RE y adhesion celular

se relacionaron negativamente con este parametro.
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Fig 13.

Clasificacion de las PDA mediante KEGG. Las proteinas aumentadas (A) y disminuidas (B) se mapearon a vias celulares usando la

interfaz “Annotate sequence” de BlastKoala. AA: aminoacidos, biosint.: biosintesis, FP: familia de proteinas, NC: no clasificado, PC:

procesos celulares, PIA: procesamiento de la informacién ambiental, PIG: procesamiento de la informacion genético.

Los grupos de genes correspondientes al metabolismo y transporte de aminoacidos,

crecimiento celular y proliferacion, reparacién del ADN, endocitosis, organizacién de la MEC,

glicosilacion, vesiculas de Golgi y transporte mediado por vesiculas, metabolismo de purinas

y respuesta a EROS, se identificaron como enriquecidos en las células de mayor

productividad, de acuerdo con el analisis de GSEA. Por el contrario, el procesamiento y corte

y empalme del ARN, biogénesis de ribosomas y respuesta al estrés del RE se encontraron

disminuidos en estas mismas células.

7.3.3 Comparacion de PDA con estudios proteémicos previos de células CHO

Todas las PDA se compararon con aquellas reportadas por otros estudios de

protedmica diferencial de células CHO, donde la qp fue el criterio utilizado para comparar

diferentes lineas celulares (Nissom et al., 2006; Carlage et al., 2009; Ho, 2013; Kang et al.,

2014

; Orellana et al., 2015; Sommeregger et al., 2016; Hausmann et al., 2018). De todas las

PDA solamente el 33% de las aumentadas y el 17% de las disminuidas fueron identificadas

48



en estudios previos, lo que indica que el 67% de las PDA aumentadas en el presente trabajo
constituyen nuevos blancos que pudieran incrementar la expresion de PR. En el caso de las
PDA disminuidas, este porcentaje de nuevos blancos se increment6 a un 83%. En el caso de
las PDA aumentadas, el 20% mostré mayor acumulaciéon en células de mayor productividad
en todos los estudios previos, mientras un 13% no tuvieron esta misma tendencia en todos
los estudios. De las PDA disminuidas, el 6% también tuvo menor abundancia en todos los

reportes anteriores, mientras un 11% no mostré la misma tendencia en todos los estudios.

Esta comparacion con reportes de protedmica diferencial de células completas
demostrdé que la estrategia de fraccionamiento subcelular previa a la protedémica (protedémica
subcelular) incrementa el numero de blancos identificados con una acumulacion diferencial
entre las muestras en estudio. Por ello, la protedbmica subcelular puede constituir una
alternativa mas eficiente que la protedmica clasica para el estudio de procesos celulares

asociados a cambios en la productividad de PR en células CHO.
7.3.4 Identificacion de PDA que pertenecen a la VCS

Las PDA se asignaron a organelos de la VCS de acuerdo con la busqueda manual en
la literatura, las plataformas de Uniprot, DAVID y GeneCards, y en la base de datos
COMPARTMENT (Binder et al., 2014). Alrededor de la tercera parte de todas las PDA (20%
aumentadas y 39% disminuidas) se encuentran en la VCS, de las cuales el 68% aumentadas
y 87% disminuidas no se reportaron en estudios protedmicos previos (Nissom et al., 2006;
Carlage et al., 2009; Ho, 2013; Kang et al., 2014; Orellana et al., 2015; Sommeregger et al.,
2016; Hausmann et al., 2018), lo que sugiere que la pobre representacion de estos organelos
en reportes anteriores se debe al uso de homogenizados celulares totales. Estas proteinas
se ubicaron preferentemente en el RE (74% aumentadas y 67% disminuidas) y AG (59%
aumentadas y 54% disminuidas), de las cuales el 23% se obtuvo del gradiente microsomal.
En la Figura 14 se muestran en rojo las proteinas aumentadas en la linea CRL-12445 con

respecto a la linea CRL-12444, y en verde las disminuidas.
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Fig 14. Localizacion de las PDA en organelos de la via clasica de secrecién. Las proteinas aumentadas (rojo) y disminuidas (verde) se
ubicaron en organelos y estructuras de esta via usando las herramientas de ontologia génica de Uniprot y DAVID, y su busqueda en la
literatura y las bases de datos GeneCards y COMPARTMENTS. COPI/II: vesicula con complejo proteico de cubierta I/Il, ERGIC:
compartimento intermedio RE-AG. Imagen adaptada de la base de datos Reactome.

7.4 DISCUSION

Dada la importancia biotecnoldgica de las células CHO, multiples estudios dmicos se
han llevado a cabo para elucidar varios aspectos de su biologia celular, entre los que se
destacan aquellos donde se han comparado lineas celulares con diferentes productividades
de una misma PR, para identificar blancos proteicos asociados a la productividad y que
puedan ser utilizados para incrementar la obtencién de PR (Nissom et al., 2006; Carlage et
al., 2009; Ho, 2013; Kang et al., 2014; Orellana et al., 2015; Sommeregger et al., 2016;
Hausmann et al., 2018). Estos estudios adolecen, sin embargo, de la falta de identificacion
de proteinas de baja abundancia, como las de sefalizacion celular y las pertenecientes a la
via de secrecion. Tomando en cuenta estas deficiencias, las ventajas del fraccionamiento
celular y la importancia de la VCS para la produccién de PR, se propuso como obijetivo del
presente estudio la identificacion de blancos proteicos, pertenecientes a esta via, con una
acumulacion diferencial entre dos clonas de células CHO con diferente qp de un AcM. El
reporte de estas proteinas pudiera permitir, a través de la modificacién de su expresion, la
obtencion de nuevas clonas de células CHO de mayor productividad. Los cambios en el nivel
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de abundancia detectados a partir de los datos protedmicos deberan ser confirmados por

otras técnicas como WB, actividad enzimatica o ELISA.

De todas las proteinas comunes con acumulacion diferencial, pertenecientes a la VCS
y relacionadas con la produccion y secrecion de proteinas, se identificaron 21 disminuidas y
13 aumentadas, que se clasificaron en las siguientes categorias: estrés del RE y UPR,
homeostasis del RE y AG, transporte anterdgrado y retrogrado, produccion de componentes
de la MEC vy otras proteinas secretadas, glicosilacién, autofagia, degradaciéon proteosomal, y

sintesis y translocacion de proteinas al RE.
7.4.1 Estrés del RE y UPR

En esta categoria se agruparon 10 proteinas disminuidas relacionadas con el estrés
del RE y UPR (CLCC1, DNAJC3, EMC7, 0OS9, MINPP1, TMED4, UFC1, PRKCD, PITPNM1,
SURF4, Fig 15). CLCC1 es un canal permeable a iones cloruro, localizado en las membranas
del RE y AG, con muy baja o nula expresion en células CHO (Nagasawa et al., 2001), cuya
pérdida incrementa la sensibilidad a estrés del RE inducido por agentes quimicos vy
desencadena la UPR con acumulacion de agregados proteicos. Su disminucion en las
células de mayor productividad, CRL-12445, pudiera deberse a la ausencia de estrés y UPR,
y una mayor capacidad de plegamiento en esta linea celular. Esta misma hipétesis pudiera
explicar la menor acumulacién de DNAJC3, ECM7, OS9 y UFC1 en estas mismas células. La
activacién de la UPR incrementa la cantidad de DNAJC3 en el lumen del RE a través de
IRE1 (Lee et al., 2003; Gao et al., 2012) o ATF6 (van Huizen et al., 2003), en el cual DNAJC3
funciona como una co-chaperona de un complejo trimérico con HSP40 y HSC70 (Melville et
al., 1999), e inhibe directamente la activacion de PERK (Yan et al., 2002). Otra chaperona
inducida por la UPR es ECM7, la cual es una subunidad del complejo ECM, que se localiza
en el RE y participa en las uniones RE-mitocondria, el plegamiento de proteinas
transmembrana (Luo et al., 2002; Jonikas et al., 2009; Richard et al., 2013; Satoh et al.,
2015; Wideman, 2015) y la eliminacion de proteinas incorrectamente plegadas por
interaccién con componentes de ERAD (Christianson et al., 2011). OS9, localizada en el
lumen del RE, también contribuye con esta funcién de eliminaciéon de proteinas por su unién
a sustratos y componentes de ERAD (Bernasconi et al., 2008; Christianson et al., 2008;
Alcock y Swanton, 2009; Tang et al., 2014; Seaayfan et al., 2016; van der Goot et al., 2018).
0OS9 aumenta su expresion tras la UPR (Bernasconi et al., 2008; Alcock y Swanton, 2009), y

en la mayoria de los casos favorece la degradacion de sustratos glicosilados y la retencién
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de los no glicosilados (Bernasconi et al., 2008; Christianson et al., 2008; Alcock y Swanton,
2009; Seaayfan et al., 2016; van der Goot et al., 2018). También se ha implicado a este
blanco en la estabilidad del complejo de ERAD SEL1/HRD1 (van der Goot et al., 2018) y de
complejos con las chaperonas BiP y GRP94 (Christianson et al., 2008).

UFC1 es una enzima tipo E2 del complejo UBA5/UFM1/UFC1/UFLA1, el cual media la
ufmilacion de varios blancos, aunque la funcién biolégica de esta MPT es poco conocida
(Komatsu et al., 2004; Homrich et al., 2014; Yoo et al., 2014; Nahorski et al., 2018). La
activacién de IRE1 por estrés del RE incrementa la cantidad de varios componentes del
complejo de ufmilacién, incluyendo a UFCH1, y, en congruencia, el bloqueo de la ufmilacion
conlleva al estrés del RE mediado por IRE1 (Zhang et al., 2012). En el caso de PRKCD, esta
proteina cinasa es reclutada tras su activacion a las membranas del RE y AG, vy fibras de
estrés en adhesiones focales (Barry y Critchley, 1994; Greene et al., 2010; Lengfeld et al.,
2012; Lai et al., 2017), donde es requerida para un desarrollo pleno de la UPR (Greene et al.,
2010; Larroque-Cardoso et al., 2013; Lai et al., 2017).

MINPP1 y TMED4, también localizadas en el RE, aumentan su concentracion como
resultado de estrés del RE y se encuentran involucradas en el mantenimiento de un
apoptosoma funcional (Hwang et al., 2008; Kilaparty et al., 2016). PITPNM1 forma parte del
complejo fosforilado PYK2/PITPNM1 que se forma como consecuencia del estrés RE (Lev et
al., 1999), y SURF4 inicia o mantiene la UPR al evitar la entrada de calcio a la célula y, con

ello, el mantenimiento de las concentraciones de este catidén en el RE (Fujii et al., 2012).

La disminucién de estas proteinas (CLCC1, DNAJC3, EMC7, OS9, MINPP1, TMEDA4,
UFC1, PRKCD, PITPNM1, SURF4) en células CRL-12445 apoya la hipdtesis de que la
capacidad maxima de plegamiento de proteinas no ha sido alcanzada y que no se ha
desarrollado estrés del RE ni UPR en estas células; ademas de que se mantienen las
concentraciones de calcio en el lumen del RE y disminuye la apoptosis. En consonancia con
estos resultados no se ha detectado la activacién de respuestas de estrés en estudios
omicos previos. Aunque la transcriptémica diferencial ha sugerido la activacion de la UPR por
el aumento de transcritos de Grp78, Mbpts, Eif2a y de ERAD (Doolan et al., 2008), en el
estudio protedmico de estas células CHO productoras de rhBMP-2 se observo, por el
contrario, una disminucion de GRP78 y la ausencia de cambio en el resto de estas proteinas
(Meleady et al., 2008). Una menor (Nissom et al., 2006) o mayor (Carlage et al., 2009)

acumulacion de GRP78 ha sido descrita en otros antecedentes, sin un cambio en otras
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proteinas involucradas en el estrés del RE y las respuestas derivadas de este. No obstante,
la activacion de la UPR en células de alta productividad puede ocurrir en ciertas clonas,
como ha sido demostrado por Hasegawa y cols. (2011) en células CHO productoras de una
IgG con una qp de 35 pcd. En este estudio, el incremento en la fosforilacion de PERK vy
EIF2qa, en la expresion de chaperonas controladas por esta respuesta, y en el procesamiento
y translocacion nuclear de Xbp7 y ATF6a, mostraron una activacion constitutiva de los tres
efectores de la UPR.
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Fig 15. PDA involucradas en el estrés del RE y la UPR. Las proteinas disminuidas se marcan en verde. Una cruz o un triangulo indican la

inhibicién o activacion de ciertos procesos, respectivamente. ERAD: degradacion asociada al RE, RE: reticulo endoplasmico.

7.4.2 Homeostasis del RE y AG

En cuanto a la homeostasis del RE y AG, se incluyeron tres proteinas disminuidas
(TMF1, GOLPH3L y GOLGAS5) y cinco aumentadas (DDHD2, RHBDD1, SCFD1, STX17,
FKBP1A). TMF1 es una proteina del AG que interactia con Rab1a, Rab2a y Rab6

(Fridmann-Sirkis et al., 2004; Miller et al., 2013), y cuya disminucién cambia el grado de
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compactacion de las cisternas del AG (Fridmann-Sirkis et al., 2004; Yamane et al., 2007).
GOLPH3L se ubica en la regién trans del AG, y su sobrexpresion induce la compactacion de
este organelo, mientras su pérdida muestra efectos contrarios (Ng et al., 2013). GOLGAS es
una proteina de membrana del AG y ERGIC (Diao et al., 2003; Satoh et al., 2003; Saraste,
2016), cuyos niveles de expresion afectan dramaticamente la morfologia del AG (Diao et al.,
2003; Satoh et al., 2003; Sohda et al., 2010), probablemente como un efecto colateral de sus
funciones en el transporte de vesiculas (Diao et al., 2003; Malsam et al., 2005; Sohda et al.,
2010).

En cuanto a los blancos aumentados, SCFD1 mantiene la estructura del AG por su
interacciéon con el complejo COG y su papel activo en el trafico de vesiculas (Laufman et al.,
2009). STX17 también mantiene esta estructura por su participacién en el trafico temprano
de la via de secrecion, pues su eliminacion causa ruptura de ERGIC, fragmentacion del AG y
cambios en la localizacion de las vesiculas COPI (Muppirala et al., 2011). La funcién de
DDHD2 no esta completamente dilucidada, pues su supresion no afecta la estructura del AG
(Sato et al., 2010), y su sobrexpresion puede causar dispersion de este organelo y
agregacion del RE (Nakajima et al., 2002; Inoue et al., 2012), o ningun cambio morfolégico
(Morikawa et al., 2009).

Los cambios en la acumulacién de TMF1, GOLPH3L, GOLGAS, SCFD1, STX17 y
DDHD2 indican que, aunque se mantiene la estructura necesaria para un correcto
funcionamiento de la VCS, probablemente existan cambios estructurales en estos organelos

entre ambas lineas celulares, lo cual debe ser comprobado mediante técnicas microscoépicas.

RHBDD1 participa en la eliminacion de proteinas transmembrana mal plegadas, en
asociacién con Gp78 y p97, lo que explica el hecho de que la activacion de UPR incremente
su concentraciéon, mientras su eliminacion detona la UPR (Fleig et al., 2012; Wan et al., 2012;
Paschkowsky et al., 2016, 2018). EI aumento de RHBDD1 en las células de mayor
productividad puede deberse a que un incremento en la expresion de proteinas de
membrana, detectado por GO en estas células, requiere de un mayor numero de proteinas
involucradas en la eliminacion de aquellas incorrectamente plegadas. FKBP1A, por su parte,
es una foldasa de localizacién citosolica (Siekierka et al., 1990; Nigam et al., 1993; Scholz et
al., 1996) que participa en la estabilizacion de los receptores de calcio RyR y IP3R, al unirse
a estos y disminuir la frecuencia de su apertura (Gaburjakova et al., 2001; Van Acker et al.,
2004; Wen et al., 2012; Vervliet et al., 2015). En consecuencia, el aumento de FKBP1A
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ayuda a mantener las concentraciones de calcio necesarias en el RE para funciones tales
como el trafico de proteinas y evitar la apoptosis, aunque es importante mencionar que en
dos estudios previos su abundancia ha disminuido con el aumento de la qp (Orellana et al.,
2015, Sommeregger et al., 2016).

7.4.3 Transporte anterogrado y retrogrado

Este grupo comprendié 6 proteinas disminuidas (ZFPL1, GOLGB1, GOLGAS5, PACS-1,
TMF1, COPG1) y 8 aumentadas (ARF3, DDHD2, PDCD6, RAB32, RHBDD1, SCFD1,
TRAPPC9, STX17, Fig 16).

De las proteinas disminuidas, ZFPL1 participa en el transporte de proteinas de
membrana celular desde ERGIC hacia cis-Golgi, como factor de reconocimiento y anclaje en
conjunto con GM130 y GRASP65 (Chiu et al., 2008). GOLGB1, conocida como giantina,
también actua en el reconocimiento y anclaje de vesiculas, junto con p115 y GM130
(Sonnichsen et al., 1998), durante el transporte de ciertos cargos como enzimas de
glicosilacion (Bhat et al., 2017; Stevenson et al, 2017), componentes de la MEC
(McCaughey et al., 2016; Stevenson et al., 2017; Katayama et al., 2018) y proteinas de MP
(Alvarez et al., 2001).

GOLGAS5, considerado un factor de anclaje y reconocimiento (Malsam et al., 2005;
Sohda et al., 2010) y un efector de la GTPasa Rab1 (Diao et al., 2003; Satoh et al., 2003;
Saraste, 2016), participa en el transporte retrogrado intra-Golgi (Malsam et al., 2005; Sohda
et al., 2010) y, parcialmente, en el transporte anterégrado de proteinas de membrana celular
(Diao et al., 2003; Malsam et al., 2005). Dado que el transporte de algunas proteinas
residentes en el AG esta mediado por esta golgina y que su disminucién fragmenta el AG
producto de un menor trafico de vesiculas COPI (Sohda et al., 2010), es posible que su
menor abundancia no sea lo suficientemente profunda para afectar la estructura y funcion del
AG en las células CRL-12445, o que estas hayan desarrollado mecanismos compensatorios

que permitan mantener completamente operativa la via de secrecion.

TMF1 es también otro factor de anclaje y reconocimiento disminuido que, a través de
la union a GTPasas Rab, participa en el transporte retrégrado intra-Golgi (Miller et al., 2013)
y de endosomas a frans-Golgi (Yamane et al., 2007), aunque los cargos transportados y sus
funciones biolégicas son todavia desconocidos. PACS-1 es una proteina citosolica asociada

a las membranas de trans-Golgi (Wan et al., 1998), que a través de su unién al dominio
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citoplasmatico de cargos como furina, CI-MPR, y AP-1, permite el transporte retrogrado de
estos desde los endosomas al trans-Golgi (Wan et al., 1998; Crump et al., 2001). Esta
proteina también participa en el transporte de cargos desde la MP hacia el trans-Golgi como
un mecanismo de regulacién de estos en la superficie celular (Piguet et al., 2000; Crump et
al., 2001; Kottgen et al., 2005).

Las vesiculas COP1 participan en varias rutas de transporte, que incluyen desde el AG
hacia el RE, de ERGIC a AG, intra-Golgi y el de algunos receptores tirosina cinasa (RTK)
desde el AG hacia el RE en su transporte retrogrado hacia el nucleo, la maduracién de los
endosomas tempranos vy el reciclaje hacia la MP (Duden, 2003; Wang et al., 2010; Popoff et
al., 2011a). Dada esta variedad de funciones no es sorprendente que las vesiculas COPI
sean heterogéneas en cuanto a la composicién de las unidades del coatomero y y (, de
forma tal que en la célula coexisten poblaciones de coatdmeros con subunidades y1
(COPG1), v2, ¢1 y €2, en diferentes proporciones y localizaciones (Futatsumori et al., 2000;
Wegmann et al., 2004; Moelleken et al., 2007). Por tanto, la disminucion de COPG1 en
células CRL-12445 podria afectar la senalizacion de determinados RTK o el transporte de
ciertos cargos o, dado que y1y y2 pueden ser funcionalmente redundantes y y2 se incorpora
mas facilmente a las vesiculas COPI, su funcién podria no ser necesaria para la secrecion
del AcM. Teniendo en cuenta que una mayor abundancia de esta proteina ha sido reportada
por Orellana y cols. (2015) en células de mayor productividad, la funcion de las diferentes
isoformas de las proteinas del coatomero durante la produccion de AcM debera ser estudiada

con mayor profundidad.

Entre las proteinas aumentadas se encuentra ARF3, la cual se localiza en el AG (Kuai
et al., 2000; Manolea et al., 2010; Kondo et al., 2012), endosomas (Kondo et al., 2012) y
cuerpos de Flemming (Hanai et al., 2016). Este factor de ADP-ribosilaciéon favorece la
biogénesis de vesiculas COPI in vitro (Popoff et al., 2011b), recluta coatdmeros a las
membranas del AG in vivo (Kuai et al., 2000), y participa en varias rutas de transporte como
RE—endolisosomas, endosomas—MP, ERGIC—cis-Golgi, y cis-Golgi—RE (Volpicelli-Daley
et al., 2005; Kondo et al., 2012). Su efecto positivo en el trafico de vesiculas también ha sido
asociado con un aumento en la productividad de PR por Orellana y cols. (2015). Las
funciones de DDHD2 en el transporte de proteinas son contradictorias; mientras se ha

reportado que es requerida para el transporte anterogrado de proteinas de membrana desde
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el AG hacia la MP, sin efectos en el transporte retrégrado del AG al RE (Sato et al., 2010), en

otro caso se documenté exactamente lo contrario (Morikawa et al., 2009).

PDCDG6 es una proteina de unién a calcio que se localiza en el nucleo y el citosol, y es
reclutada a los sitios de salida del RE (ERES) junto con SEC31A de una manera mutuamente
dependiente (Yamasaki et al., 2006; Shibata et al., 2007, 2010; la Cour et al., 2013; Helm et
al., 2014), para la formacion de las vesiculas COPII en el transporte anterégrado. La unién de
PDCD6 a SEC31A en estos sitios incrementa la afinidad de SEC31A por SEC23 vy facilita el
reclutamiento de las proteinas de la cubierta externa de la vesicula (la Cour et al., 2013).
Esta interaccion de PDCD6 con SEC31A también disminuye el tiempo de formacién de la
vesicula para favorecer la entrada de cargos y otras proteinas necesarias a esta nueva
estructura en formacion (Kanadome et al., 2017). PDCD6 puede funcionar ademas como un
receptor cargo para ciertos sustratos (Kanadome et al., 2017) y reclutar a los sitios ERES a
otras proteinas requeridas para la formacion y trafico de las vesiculas COPII (Yamasaki et al.,
2006; Takahara et al., 2017). Su funcion en el transporte de proteinas del RE hacia el AG ha
sido demostrada por su requerimiento para el transporte de VSVG, y la secrecién de SEAP y
colageno | (Helm et al., 2014; Takahara et al., 2017), y su aumento en células de mayor
productividad también ha sido reportada por Ho (2013) en un estudio protedbmico previo.
Aunque la doble disminucion de PDCD6 y Requiem en células CHO productoras de IFN-y
demostré incrementar el titulo de esta PR, este aumento se produjo por cambios sustanciales
en la concentracion celular y no de la gp (Lim et al., 2010); de esta forma la eliminacion de
PDCDG6 se relaciona en este reporte con su actividad inhibitoria de la proliferacion celular
(Yoon et al.,, 2012; Zhang et al., 2017a; Wang et al., 2017b). Dado que PDCD6 también
puede actuar como estimulador de la proliferacion en otros modelos celulares (Qin et al.,
2017; Yuan et al., 2017; Hu et al., 2019) y que favorece la secreciéon de proteinas, su

aumento en células CHO debe ser evaluada para cada clona y PR en cuestion.

RAB32, localizada en el citosol, mitocondria, RE, AG y endosomas, participa en
multiples procesos celulares (Alto et al., 2002; Hirota y Tanaka, 2009; Bui et al., 2010; Wang
et al., 2012; Waschbusch et al., 2014, 2019; Li et al., 2016). Especificamente en la via de
secrecion, RAB32 media la localizacion de la cinasa LRRK2 a vesiculas de transporte y
endosomas de reciclaje (Waschbusch et al.,, 2014), el trafico desde los endosomas hacia
trans-Golgi y el transporte de CI-MPR a endosomas desde el trans-Golgi (Waschbusch et al.,
2019). El aumento de RAB32 pudiera mantener el trafico vesicular tardio de la via de
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secrecion, entre frans-Golgi, endosomas, lisosomas y MP, ante una disminucion de PACS-1,

y con ello contribuir favorablemente con procesos como la autofagia.

Las restantes tres proteinas aumentadas, STX17, TRAPPC9 y SCFD1, participan en
el trafico entre el RE y el AG. TRAPPC9 es una subunidad no esencial del complejo TRAPP
en células de mamiferos, localizada en ERGIC, AG, vesiculas COPI y sitios ERES (Kim et al.,
2016). Coincidente con su localizacidon preferente en las membranas del AG, se ha propuesto
que esta proteina permite el desensamblaje de SEC23/24 en la cubierta interna de las
vesiculas COPII, por interaccion con p150¢ed vy de esta forma media el reconocimiento,

anclaje y fusion de estas vesiculas en el AG (Zong et al., 2012).

STX17 es una proteina SNARE, localizada en RE, ERGIC, AG, mitocondria,
autofagosomas y autolisosomas, que participa en el trafico de proteinas entre RE y AG, y en
el desarrollo de la autofagia (ltakura et al., 2012; Jiang et al., 2014; Vats y Manjithaya, 2019;
Xian et al., 2019). Su menor expresion a través del uso de siRNA ha demostrado disminuir la

secrecion general de proteinas (Gordon et al., 2010).

SCFD1 pertenece a la familia de proteinas SM, se localiza en vesiculas alrededor del
AG vy recicla entre los compartimentos de RE y AG (Dascher y Balch, 1996; Bando et al.,
2005; Li et al., 2005). Esta proteina estimula la formacién de los complejos SNARE (Kosodo
et al., 2002; Yamaguchi et al., 2002; Li et al., 2005; Demircioglu et al., 2014), asegura la
fidelidad de los eventos de fusion (Peng y Gallwitz, 2002), evita el desensamblaje prematuro
de los complejos en trans (Lobingier et al., 2014), y facilita junto a SEC18 el desensamblaje
de los complejos en cis (Kosodo et al., 2003). Su presencia es requerida para la secrecion de
varias proteinas (Gordon et al., 2010; Hou et al., 2017), ademas en la correcta localizacion de
proteinas lisosomales y de MP (Dascher y Balch, 1996; Li et al., 2005; Renna et al., 2011).
También participa en el transporte retrogrado del AG al RE (Li et al., 2005; Laufman et al.,
2009). Su sobrexpresiéon ha incrementado el titulo, rendimiento y qp de varias PR como a-
amylasa, insulina, proteina de fusién a IL-2, SEAP, SAMY, VEGF y AcM en Saccharomyces
cerevisae (Hou et al., 2012), Pichia pastoris (Guan et al., 2016), y células HEK293 y CHO
(Peng y Fussenegger, 2009), lo que valida este blanco para el incremento de la produccion
de PR en células CHO.

El trafico vesicular ha sido una categoria descrita por varios autores como modificada
en células de mayor productividad (Clarke et al., 2011; Doolan et al., 2008; Ho 2013; Kang et

al., 2014; Orellana et al., 2015; Sommeregger et al., 2016), donde sobresale el aumento de
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proteinas involucradas en la formacion de vesiculas (proteinas adaptadoras, subunidades del
coatomero y de la clatrina, RTN3, SEC13, PDCD6, SAR1A), reclutamiento de cargos
(receptores cargos), transporte (quinesinas, miosinas) y fusion a las membranas aceptoras
(NSF, VAPA, SEC22B). Aunque estos blancos no se solapan en su mayoria con los
reportados en la presente tesis, si existe una correspondencia con el incremento de ciertos
tipos de transporte intracelular, sugiriendo que una mayor gp se correlaciona con un aumento
de este proceso, a través del cambio en la expresién de diferentes efectores en diferentes

lineas celulares.

La ventaja del uso de protedmica subcelular para la deteccidn de proteinas de baja
abundancia se pone de manifiesto cuando se comparan los resultados de trafico vesicular de
la presente tesis con los reportados por Doolan y cols. (2008) y Meleady y cols. (2008). Estos
dos estudios comparan células que expresan rhBMP-2 contra células que co-expresan
ademas la enzima PACEsol, involucrada en el procesamiento de BMP-2 y con baja expresion
en células CHO. Mientras que Doolan y cols. (2008) reportan mediante transcriptémica un
cambio en la acumulacion de transcritos que intervienen en la formacion de vesiculas,
reclutamiento de cargos, transporte, reconocimiento y anclaje, fusion a membranas y
GTPasas pequefas, el estudio protedmico diferencial de células completas de Meleady vy
cols. (2008) no encontré dichas diferencias. Aunque no existe una correlacion entre la
abundancia del ARNm y las proteinas, la ausencia de cambio de los 13 transcritos de trafico
vesicular en el estudio protedmico indica una menor capacidad de los estudios de células
completas en detectar este tipo de proteinas. Por el contrario, 14 blancos pertenecientes a
esta categoria fueron identificados en la presente tesis con una acumulacion diferencial entre
dos lineas de células CHO productoras de un AcM, a partir de una estrategia de protedmica

subcelular.

Como resultado general del cambio en la acumulacion de proteinas involucradas en el
trafico vesicular se puede concluir que en las células de mayor productividad se incremento
el trafico temprano entre el RE y el AG, y entre trans-Golgi y los compartimentos posteriores,
aumento el trafico anteroégrado de vesiculas COPIl y disminuyo el de proteinas de la MEC y
ciertas proteinas de MP, cambio la localizacion de enzimas de la glicosilacion y se reorganizo

el trafico intra-Golgi.
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Fig 16. Proteinas con acumulacion diferencial involucradas en la sintesis, translocacion y trafico de proteinas en la via clasica de secrecion.
Se muestran las proteinas aumentadas (rojo) y disminuidas (verde) identificadas. Las flechas indican la direccion del transporte. AG:
Aparato de Golgi, ERES: sitio de salida del RE, MP: membrana plasmatica, RE: reticulo endoplasmico. Imagen adaptada de Bonifacino, J.S.
y Glick, B.J. (2004) Cell 116 (2): 153-166.

7.4.4 Produccion de componentes de la MEC y otras proteinas secretadas

Esta categoria incluyo 9 proteinas disminuidas en las células de mayor productividad
(GOLGB1, SURF4, MINPP1, TMED4, FKBP14, GOLM1, PRKCD, MCFD2, PITPNM1), las
cuales participan en la secrecién de componentes de la MEC, proteinas solubles y particulas.
GOLGB1 participa en la secrecion de proteoglicanos y proteinas involucradas en su sintesis,
colagenos, proteinas de la MEC y glicosaminoglicanos (McCaughey et al., 2016; Stevenson
et al.,, 2017; Katayama et al., 2018). Ademas, ha sido colocalizada con dimeclina, otra
proteina involucrada en la sintesis de colageno (Denais et al., 2011), mientras PRKCD
favorece la transcripcion, transporte y secrecion de colagenos (Jimenez et al., 2001; Lengfeld
et al., 2012). FKBP14 por su parte se une al colageno en su estado hidroxilado, y participa en
su plegamiento por su actividad prolil-isomerasa (Ishikawa y Bachinger, 2014; Ishikawa et al.,
2017); su disminucidon en las células mas productoras concuerda con los resultados
reportados por Orellana y cols. (2015) y Sommeregger y cols. (2016). PITPNM1 mantiene

niveles adecuados de diacilglicerol en el AG, lo que favorece la fision de vesiculas y el
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transporte de glicosaminoglicanos desde el trans-Golgi hacia la MP (Litvak et al., 2005;
Peretti et al.,, 2008). MINPP1 se encuentra involucrada en la proliferacion (Hidaka et al.,
2003) o maduracién (Romano et al., 1998; Caffrey et al., 1999) de condrocitos e intimamente
ligada a la produccion de la MEC durante el desarrollo de estas células. Otra proteina
disminuida fue GOLM1, un oncogen (Ye et al., 2016; Yan et al., 2018; Ding et al., 2019) que
facilita la secrecion de metaloproteinasas MMP-1, 2, 9y 13 (Ye et al., 2016; Aruna y Li, 2018;
Li et al., 2018; Gai et al., 2019; Liu et al., 2019; Zhang et al., 2019). Se une ademas a la
clusterina en el AG, a la cual permanece unida incluso en el medio extracelular, lo que
sugiere que GOLM1 juega un papel importante en la secrecién de esta chaperona (Liu et al.,
2019).

Las tres proteinas restantes, TMED4, MCFD2 y SURF4, participan exclusivamente en
la secrecion de cargos solubles. La alta expresiéon de TMED4 en las células melanotrépicas
de la glandula pituitaria intermedia de Xenopus laevis sugieren un papel activo de esta
proteina en la secrecion de la hormona POMC (Rotter et al., 2002). MCFD2 forma parte de
un receptor cargo, junto a LMAN1, para el transporte anterégrado de los factores de
coagulacion FV y FVIII, desde el ER hacia ERGIC, y probablemente también funciona como
un receptor para el trafico de alfa1-antitripsina (Zhang et al., 2003, 2006; Mohanty et al.,
2005; Zhang et al., 2005; Zheng et al., 2010; Zhu et al., 2018). A diferencia de estos
receptores cargo, SURF4 ha sido implicado en la secrecion de un amplio rango de cargos,
que incluyen glicoproteinas (Emmer et al., 2018), LPP (Saegusa et al., 2018), proteinas de la
MEC del esmalte, hormonas y proteasas (Yin et al., 2018). Debido a que la secuencia N-
terminal de las cadenas pesadas y ligeras del AcM anti IL-8 del presente estudio es
incompatible con la secuencia ER-ESCAPE necesaria para el transporte mediado por este
receptor cargo (Gonzalez et al., 2000; Yin et al., 2018), es muy poco probable que SURF4

participe en el trafico de esta PR.

La disminucion de todas las proteinas de esta categoria en las células de mayor
productividad, CRL-12445, sugiere que existe una menor produccién de proteinas no
esenciales como las de la MEC, hormonas, proteasas y otras glicoproteinas secretadas, lo
que podria representar un ahorro de recursos celulares que se emplearian en la produccién
de PR e incrementan por tanto la qp. Esta categoria no se encuentra representada en los
antecedentes protedmicos, donde solo Ho (2013) y Hausmann y cols. (2018) han identificado

una menor abundancia de dos proteinas implicadas en la produccion de colageno.
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7.4.5 Glicosilacion

Varias proteinas involucradas en la glicosilacién se identificaron como disminuidas en
las células CRL-12445 (GOLGB1, ZFPL1, GOLGA5 y TMF1). GOLGB1 participa en el trafico
de varias glicosidasas de la N-glicosilacion (B4GALT1, MGAT1, ST6GAL1) dado que su
disminucién conlleva a una menor concentracién de estas enzimas, su localizacién incorrecta
y un cambio de la glicosilacion hacia un patrén enriquecido en manosas (Bhat et al., 2017;
Stevenson et al., 2017). El patron de O-glicosilacién también pudo haberse afectado debido a
que TMF1 mantiene a la enzima GalNAc-T2 en el AG (Yamane et al., 2007), y a que la
disminucién de ZFPL1 disminuye la N-acetilglicosamina en este tipo de enlaces (Xie et al.,
2017). Una disminucion de GOLGAS ha demostrado, por su parte, afectar la localizacién de

manosidasa Il y la glicosilacién de proteinas de MP y lisosomas (Sohda et al., 2010).

La disminucidn de estas proteinas sugiere un cambio en el patrén de glicosilacion de
las células mas productoras, en detrimento de los O- y N-glicanos complejos, lo cual debe
corroborarse mediante el analisis de la microheterogeneidad de la glicosilacion del AcM. Este
analisis de glicosilacién puede realizarse mediante HILIC-UPLC, donde los oligosacaridos
liberados por la enzima PNGasa F son marcados fluorescentemente, separados por
cromatografia liquida, asignados a una masa en unidades de glucosa e identificados por
comparacion con bases de datos. Esta identificacion es comunmente corroborada por
digestion con exoglicosidasas. La espectrometria de masas también puede ser empleada
para este fin (Zhang et al.,, 2016). El cambio en la acumulacién de algunos transcritos
(Doolan et al., 2008; Clarke et al., 2011) o secuencias proteicas (Meleady et al., 2008;
Hausmann et al., 2018) de enzimas que participan en la glicosilacion de la VCS recomienda

el analisis de las MPT de las PR durante los estudios dmicos diferenciales.
7.4.6 Autofagia

La autofagia pudiera estar activada en células CRL-12445 debido a la disminucion de
PRKCD y ZFPL1, y el aumento de RAB32, SCFD1 y STX17. La pérdida de PRKCD y ZFPL1
activa la autofagia en células tubulares proximales de rata (Zhang et al., 2017b; Zhang et al.,
2017c) y lineas celulares de cancer gastrico humano (Xie et al., 2017), respectivamente.
RAB32, SCFD1 y STX17 son, por el contrario, promotores de este proceso. La sobrexpresion
de RAB32 incrementa el numero de autofagosomas mientras su pérdida conlleva a un
numero pequefio de autofagosomas, bloqueo de la autofagia y acumulacion de estructuras

tipo agregosomas con proteinas insolubles poliubiquitinadas (Hirota y Tanaka, 2009; Wang et
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al., 2012). SCFD1 participa en la autofagia a través del trafico de proteinas lisosomales
desde el RE hacia el AG. Aunque su disminucién induce la formacion de autofagosomas
como consecuencia del estrés del RE y la UPR, la autofagia no ocurre debido a la falta de
enzimas lisosomales en este contexto (Renna et al., 2011). STX17 es reclutada a los
autofagosomas ante un estimulo autofagico, donde se une a otras SNAREs (ltakura et al.,
2012; Uematsu et al., 2017; Saleeb et al., 2019), y media el reclutamiento de complejos
proteicos requeridos para la maduracion o fusion de estas estructuras (Jiang et al., 2014;
Cheng et al., 2017). También participa directamente en los eventos de fusion de los
autofagosomas a los lisosomas junto a otros componentes de los complejos SNARE en trans
(Itakura et al., 2012; Jiang et al., 2014; Uematsu et al., 2017; Vats y Manjithaya, 2019). El
cambio en la abundancia de moduladores o efectores de la autofagia solo ha sido reportado
por Sommeregger y cols. (2016), con un aumento de MTAP1B, un posible cofactor positivo

en la formacién de vesiculas autofagicas.

La autofagia se ha descrito como un mecanismo de supervivencia de las células
eucariotas para protegerse de condiciones estresantes mediante la obtencién de energia y
componentes basicos de biomoléculas, y la eliminacién de organelos dafados (Kim et al.,
2013). En el caso de las células CHO, este proceso puede activarse por agotamiento de
nutrientes, estrés hiperosmotico y adicion de butirato de sodio (Jardon et al., 2012; Kim et al.,
2013), condiciones ausentes en las células muestreadas en este estudio. Ademas del
impacto positivo de la autofagia en la viabilidad y longevidad de los cultivos (Lee et al., 2013;
Zhang et al., 2018), su induccién quimica por 3-MA (Jardon et al., 2012; Nasseri et al., 2014;
Baek et al., 2016) o rapamicina (Zhang et al., 2018) en células CHO se ha asociado con un
aumento de la gp o el titulo de la PR. Ante este panorama, se recomienda la realizacién de un
estudio profundo para dilucidar la relacion entre la autofagia basal y la qp en células CHO
recombinantes durante su fase exponencial de crecimiento.

7.4.7 Degradacion proteosomal

La degradacion proteosomal en células CRL-12445 se haya probablemente
incrementada debido a una mayor acumulacién de las chaperonas PSMG1 y POMP, que
participan coordinadamente en el ensamblaje y maduracién de los proteosomas (Hirano et
al., 2005, 2006; Chondrogianni y Gonos, 2007; Fricke et al., 2007; Dahlqgvist et al., 2012;
Goldberg et al., 2015; Zieba et al., 2017; Wu et al., 2018). PSMG1 actua en los pasos

iniciales de formacion del proteosoma y, en asociacion con PAC-2, participa en el ensamblaje
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del anillo alfa, al cual permanece unido para evitar la translocacion nuclear prematura de los
intermediarios y favorecer un plegamiento adecuado (Hirano et al., 2005, 2006; Wu et al.,
2018). En un proximo paso, este anillo es reclutado al RE por accion de PAC3/4 y POMP,
PAC3/4 se disocia de este complejo y POMP recluta a las subunidades beta restantes
necesarias para la formacion de los hemi-proteosomas (Hirano et al., 2006; Fricke et al.,
2007; Dahlqvist et al., 2012; Wu et al., 2018). Dado que ambas chaperonas, PSMG1 y
POMP, son degradadas por el proteosoma 20S durante su maduracion, se requiere que sus
concentraciones aumenten en la célula para mantener o incrementar la actividad
proteosomal (Hirano et al., 2006; Fricke et al., 2007). EI mantenimiento del proteosoma por
estas chaperonas ha demostrado ser esencial para la proliferacion celular, sefalizacion,
defensas antioxidantes, homeostasis del RE y evitar la apoptosis (Chondrogianni y Gonos,
2007; Goldberg et al., 2015; Zieba et al., 2017).

Adicionalmente a la validacion de la acumulacion diferencial de estas proteinas
mediante WB, se recomienda medir la actividad proteosomal para verificar si un incremento
en estas chaperonas se traduce en un aumento de la actividad proteolitica. Un método
comun para medir esta actividad es el uso de péptidos marcados con moléculas
fluorescentes, en homogenizados celulares o fracciones subcelulares enriquecidas en
proteosomas. Estos péptidos son especificos por las tres actividades del proteosoma (tipo
quimiotripsina, tipo tripsina e hidrdlisis post-glutamato), cuya actividad proteolitica aumenta

drasticamente la fluorescencia (Liggett et al., 2010).

El incremento de proteinas involucradas en la degradacion proteosomal puede ser una
caracteristica de células de mayor productividad solo para ciertas clonas, pues mientras que
Nissom y cols. (2006) y Hausmann y cols. (2018) han reportado el incremento de proteinas
de subunidades a, B y reguladoras del proteosoma, Orellana y cols. (2015) mostraron la
disminucién de 11 subunidades de este complejo macromolecular y de otras proteinas
relacionadas con el reconocimiento de sus blancos.

7.4.8 Sintesis y translocacién de proteinas al RE

Una mayor acumulacion de SRP72 y SRPRA en las células de mayor productividad
indica que la sintesis y translocacion de proteinas al RE se encuentra aumentada en esta
linea celular, lo que contribuye a la mayor produccion y secrecion del AcM (Fig 16). SRP72
es un miembro de SRP, un complejo ribonucleoproteico que se une al ARNm-ribosoma,

media su transporte hacia el translocon en las membranas del RE y favorece la eliminacion
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proteolitica del péptido sefial a través de su actividad de arresto de la traduccion (Siegel y
Walter, 1988; Brown et al., 1994; Grosshans et al., 2001; Shan et al., 2009; Becker et al.,
2017; Wild et al., 2019). SRP72 es requerida ademas para la exportacion nuclear, estabilidad
y funcion de SRP (Siegel y Walter, 1988; Brown et al., 1994; Grosshans et al., 2001; Becker
et al., 2017).

SRPRA, una proteina periférica de membrana con actividad GTPasa, es la subunidad
alfa de SRPR (Ogg et al., 1992; Rapiejko y Gilmore, 1997; Shan et al., 2009). Esta subunidad
se une a SRP y a los ribosomas formando un complejo trimérico que permite la localizacion
de las estructuras SRP-ribosomas en las membranas del RE (Rapiejko y Gilmore, 1997;
Mandon et al., 2003; Wild et al., 2019). Inmediatamente después de esta unidén, una molécula
de GTP se incorpora al complejo trimérico y el ARNm-ribosoma se transfiere al translocon
Sec61 para la subsecuente translocacion del péptido naciente hacia el lumen del RE.
Finalmente, la actividad GTPasa de SRP y su receptor asegura la disociacion de este
complejo para futuros procesos de union, transporte y translocacion (Ogg et al., 1992;
Rapiejko y Gilmore, 1997; Mandon et al., 2003). Una funcién esencial de esta subunidad es
el desplazamiento de Sec62 de las interacciones Sec61-Sec62, lo que favorece la formacién
de complejos Sec61-ribosomas y, por tanto, a la via de SRP para la translocacién de
proteinas. De esta forma, SRPRA inhibe la translocacion de proteinas mediada por Sec62 y
permite que Sec61 se encuentre disponible para la translocacion de los péptidos nacientes
de SRP (Jadhav et al., 2015). Su mayor abundancia en células de mayor productividad

también ha sido identificada por Kang y cols. (2014).

El efecto positivo de la sobrexpresion de componentes de la via de SRP en la
produccion de PR ha sido demostrado por Le Fourn y cols. (2014). En este reporte, la
sobrexpresion de SRP14, una subunidad de la particula SRP, incrementé la qp de células
CHOK1 productoras de Trastuzumab en 7 veces y de Infliximab en un 30%, dado que este
componente favorece el arresto co-traduccional, la eliminacion del péptido sefal y el correcto
procesamiento de la cadena polipeptidica. El incremento de otras proteinas de la via de SRP,
como SRP9, SRP54, el receptor de SRP y el translocén Sec61, incrementé sustancialmente
la qp de clonas productoras de Infliximab, de manera independiente o combinadas entre
ellas. Las combinaciones del translocon y el receptor de SRP, o de la particula SRP y su
receptor, mostraron el mayor incremento en la qp de Infliximab (de 30 pcd a 60 pcd), lo que
demostré que la via de SRP puede constituir un cuello de botella importante durante la
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expresion de ciertas PR, y que el incremento en la expresion de sus componentes facilita el
correcto procesamiento de estas proteinas, evita una respuesta de estrés del RE y aumenta
la productividad.

La traduccién de proteinas es una categoria ampliamente representada en los
antecedentes previos de protedmica diferencial. Aunque en estos estudios las proteinas
ribosomales se han encontrado aumentadas (Meleady et al., 2008; Carlage et al., 2009; Ho
2013) o disminuidas (Nissom et al., 2006; Orellana et al., 2015), la sobrerrepresentaciéon de
factores de iniciacion y elongacion, tRNA-aminoacil sintetasas y de la via de SRP (Nissom et
al., 2006; Meleady et al., 2008; Carlage et al., 2009; Kang et al., 2014; Sommeregger et al.,
2016; Hausmann et al., 2018), indica que una mayor abundancia de proteinas de la
maquinaria de traduccién pudiera ser uno de los factores que contribuyen a un fenotipo de
mayor productividad. Una excepcion a esta observacién es la comparacién descrita por
Orellana y cols. (2015), donde se describe una disminucion de muchas proteinas
involucradas en este proceso, lo cual pudiera ser contrarrestado por el aumento en el

transporte de vesiculas, defensas antioxidantes y reorganizacion del citoesqueleto.
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VIIl. CONCLUSIONES

Dado que la protedmica se ha empleado con frecuencia para desentraiar mecanismos
moleculares implicados en la secrecion de PR, en la presente tesis se realizé un analisis
protedmico diferencial de dos lineas de células CHO productoras de un AcM, con una
diferencia de 26 veces en su qp, con el objetivo de identificar blancos proteicos de la VCS
relacionados con la sintesis, transporte y metabolismo de proteinas que se asocien a la
produccion de PR. Para ello se empleé el fraccionamiento subcelular mediante centrifugacion
diferencial e isopicnica, en conjunto con la precipitacion de proteinas por acetona, lo cual
permitié la obtencion de fracciones enriquecidas en RE y AG, para su estudio protedmico
posterior. La comparacion metabdlica evidencidé que a una mayor gp Se asocido un consumo
mas eficiente de glucosa y glutamina, menor produccién de metabolitos dafinos y un
metabolismo mas oxidativo, caracteristicas que pudieran ser empleadas como marcadores
de alta productividad durante los procesos de obtencion, caracterizacion y seleccion de
clonas. Como resultado del analisis proteémico, aproximadamente el 80% de todas las
proteinas con acumulacion diferencial se reconocieron como nuevos blancos, de las cuales
un tercio se asigno a la VCS, lo que demostré una mayor capacidad de identificacion de
proteinas de baja abundancia a partir de fracciones subcelulares con respecto a estudios de
células completas. Esta comparacion protedmica indicd que un incremento de las proteinas
involucradas en la sintesis y translocacion de proteinas, autofagia, degradacién proteosomal
y trafico vesicular, y una disminucion de aquellas que participan en la produccion de la MEC y
otras proteinas secretadas, son posibles estrategias para incrementar la produccion de PR.
Por otra parte, un aumento en el estrés del RE, UPR y ERAD se asociaron a una menor
productividad, indicando que las clonas que muestren estas caracteristicas no deben ser
seleccionadas. La restructuracion del transporte en el AG, el cambio en la morfologia de la
VCS y las MPT de las PR necesitan de un estudio mas profundo para su validacion y
comprension. La estrategia de protedmica subcelular aplicada en el presente trabajo permitié
identificar 386 nuevos blancos proteicos con respecto a estudios protedmicos previos de
células enteras, que facilitan la compresion de los mecanismos moleculares asociados a la
produccion de PR y permiten el disefio de nuevas sublineas con fenotipos especializados

para la produccion de proteinas.
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X. ANEXOS

Anexo 1. Comparacion del crecimiento celular y productividad de células CRL-12444 y CRL-12445, reportadas y las obtenidas en el este

estudio.
Autor Linea Medio de cultivo y Condiciones de cultivo |Titulo (mg/L)y [} Densidad | p (h)°
celular aditivos Método?® (pg/célula*dia)® celular
maxima (10°
células/mL)?
Heinrich et al. |CRL- TC42/PowerCHO-2, Lote, 37°C, 5% CO,, 50% |125.0-175.0 3.7-5.0 10.0 0.015-
2011 12445 200 nm MTX¢ volumen de llenado (frasco |Proteina A- 0.017
agitado 250 mL), 125-185 |HPLC
rpm
Heinrich et al. |CRL- TC42/PowerCHO-2, Lote, 37°C, 40% OD¢, pH |175.0-250.0 5.0-7.0 12.0-15.0 0.019-
2011 12445 200 nm MTX, IGF-1¢, |7.1, biorreactor Proteina A- 0.025
HT HPLC
Haredy et al. CRL- DMEM, SFB" 10%, 200 | Lote, 37°C, 5% CO,, placa |1.0 3.6 0.57 0.026
2013 12445 nM MTX de 6 pozos ELISA
Klausing et al. |CRL- TCx2D feed Lote alimentado, 37°C, 5% [175.0 4.8 9.0 0.022
2013 12445 CO,, frasco agitado 125 Proteina A-
mL, 185 rpm HPLC
Wippermann et | CRL- CHOMACS-CD, 200 Lote, 37°C, 5% CO,, 28 % [220.0 7.5 11.0 0.028
al. 2014 12445 nM MTX, 6 mM GIn, volumen de llenado (frasco |Proteina A-
0.1 mg/L IGF-1 agitado 250 mL), 185 rpm |HPLC
Wippermann et | CRL- CHOMACS-CD, 200 Lote, 37°C, 5% CO., NDI 6.1 125 0.025
al. 2015 12445 nM MTX, 6 mM GlIn, frasco agitado 250 mL),
0.1 mg/L IGF-1 185 rpm
Sanche- CRL- TC42, 200 nM MTX, 4 |Lote, 36.5 °C, 8 % CO,, 170.0 5.7 14.0 0.044
Kopper et al. 12445 mM AQ* 32% volumen de llenado | ELISA
2016 (frasco agitado 125 mL),
140 rpm
Krahn et al. CRL- Biogro CHO, 0.5 g/L Lote, 37°C, 10% CO,, 12.0 ND 3.6 ND
2017 12445 EL' 32 % volumen de llenado  |ELISA
(frasco agitado 250 mL),
120 rpm
Wippermann et | CRL- CHOMACS-CD, 200 Lote, 37°C, 5% CO,, 28 % [325.0 6.3 12.5 0.033
al. 2017 12445 nM MTX, 6 mM GlIn, volumen de llenado (frasco |Proteina A-
0.1 mg/L IGF-1 agitado 250 mL), 185 rpm |HPLC
Kaushik et al. |CRL- CHO-S SFM I Lote, 37°C, 5% CO,, 50 ND ND 3.7-3.8 0.034
2018 12445 mL volumen de llenado,
170 rpm
Presente CRL- CDM4CHO, 200 nM Lote, 37°C, 5% CO,, 20 % |262.5 x 107 31.8x10°% 4.7 0.026
estudio 12445 MTX, 6 mM AQ, 2 volumen de llenado (frasco |ELISA,
ug/mL insulin agitado 250 mL), 60 rpm | Proteina A,
Ensayo de
Bradford
Presente CRL- CDM4CHO, 200 nM Lote, 37°C, 5% CO,, 20 % |10.1 x10°® 1.3x10% 5.7 0.031
estudio 12444 MTX, 6 mM AQ, 2 volumen de llenado (frasco | ELISA,
ug/mL insulin agitado 250 mL), 60 rpm Proteina A,
Ensayo de
Bradford

@ Los titulos de AcM se obtuvieron del texto o se estimaron a partir de la informacién grafica. Método se refiere a la metodologia
experimental empleada para estimar la concentracion del AcM en el sobrenadante de cultivo.

® La productividad especifica (q,) se obtuvo del texto o se estimo a partir de la informacién grafica durante la fase exponencial de
crecimiento. Cuando los valores de q, se mostraron cada 24 h, se obtuvo el promedio de todos los valores durante la fase exponencial de
crecimiento.

¢ La velocidad especifica de crecimiento (u) se obtuvo del texto o se estimo a partir de la informacion grafica durante la fase exponencial de
crecimiento.

4 Metotrexato (MTX)

¢ Factor de crecimiento 1 tipo insulina (IGF-1)

f Suplemento hipoxantina y timidina (HT)

9 Oxigeno disuelto (OD)

" Suero fetal bovino (SFB)

i Glutamina (GIn)

i No disponible (ND)
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k Dipéptido Alanina-glutamina (AQ)
' Extracto de levadura (EL)

Anexo 2. SDS-PAGE de compartimentos subcelulares obtenidos mediante centrifugacion diferencial. El asterisco indica el enriquecimiento
de proteinas con un PM de aproximadamente 15 kDa. Las flechas indican bandas de proteinas con una distribucién diferente entre las
muestras. Carriles: PM: Peso molecular, HM: Homogenizado, N, MT y MC: Precipitados nuclear, mitocondrial y microsomal,

respectivamente, CT: Citosol. La imagen es representativa de dos muestras bioldgicas (Tomado de Pérez-Rodriguez et al., 2020b).
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Anexo 3. Caracterizacion de compartimentos subcelulares mediante TEM. De acuerdo con su morfologia, las estructuras observadas en los
precipitados nuclear (A, D), mitocondrial (B, E) y microsomal (C, F) se clasificaron como nucleo (N), mitocondria (MT), estructura tubular
(TS), cisterna (Cs), reticulo endoplasmico (RE) y vesiculas de baja (LDV), media (MDV) y alta densidad electrénica (HDV). Se mostraron
dos imagenes representativas de cada muestra en diferentes escalas (Tomado de Pérez-Rodriguez et al., 2020b).
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Anexo 4. Actividad especifica de catalasa en gradientes de sacarosa nuclear y mitocondrial. La actividad enzimatica de los picos de
proteinas en gradientes nuclear (P1-P3) y mitocondrial (P4-P6) se determind a partir de la altura de la columna de espuma formada (mm)
por miligramo de proteina en tampon fosfato con Triton X-100 y peroxido de hidrogeno. La desviacion estandar se calculd a partir de dos

réplicas biologicas (Tomado de Pérez-Rodriguez et al., 2020b).
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Anexo 5. Microscopia electronica de transmision de gradientes de sacarosa nuclear, mitocondrial y microsomal. Los picos de proteinas de
los gradientes nuclear (A [P1], B [P2], C [P3]), mitocondrial (D [P4], E [P5], F [P6]) y microsomal (G [P7], H [P8], | [P9]) se caracterizaron de
acuerdo a su morfologia como nucleo (N), mitocondria (MT), estructura tubular (TS), cisterna (CS), reticulo endoplasmico (RE) y vesiculas
de baja (LDV), media (MDV) y alta densidad (HDV) (Tomado de Pérez-Rodriguez et al., 2020b).
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Anexo 6. Métodos de precipitacion y sus modificaciones (Tomado de Pérez-Rodriguez et al., 2020c).

Método de

precipitacion

Abreviatura

Modificaciones con respecto al método de referencia

Variantes evaluadas

Metanol-cloroformo

a

M/C

Ninguna

.E¢

.E+NaOH*

.CDf

. CD + NaOH

.BU?

. BU + NaOH

.Hu"

. HU + NaOH

Acido
tricloroacético-

acetona ®

TCA-acetona

- Concentracién final de TCA: 15%

- La incubacién con TCA se extendié a 16 h

- Acetona al 80% en la solucién de lavado

- Se cambié la solucién de solubilizacion por tampon |IEF, para adaptar el

protocolo a muestras de cultivo celular

. E + NaOH

.CD

. CD + NaOH

.CD+BU

.CD +BU + NaOH

.CD +HU

. CD + HU + NaOH

Acetona °

Ninguna

- Acetona al 80% en las soluciones de precipitacion y lavado

- Un paso adicional de lavado

. E + NaOH

.CD

. CD + NaOH

.BU

. BU + NaOH

.HU

. HU + NaOH
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@ Método de referencia: Wessel, D. y Fliigge, U. |. (1984).
b Método de referencia: Mechin, V., Damerval, C. y Zivy, M. (2007).

¢ Método de referencia: Crowell, A.M.J., Wall, M.J. y Doucette, A.A. (2013). Todos los procedimientos incluyen la adicién de NaCl a una

concentracion final de 100 mM, antes de la precipitacion con solventes

4 Protocolo estandar se refiere a la referencia original con las modificaciones indicadas en caso de que las presenten
¢ Protocolo estandar con adicién de NaOH antes del paso de solubilizacién del precipitado

f Protocolo estandar con 5 ciclos de congelacién/descongelacion

9 Protocolo estandar con 10 ciclos de ultrasonido, de 10 seg cada uno, con intervalos de descanso de 10 seg, a 4 °C en un bafio de

ultrasonido

" Protocolo estandar con 10 ciclos de ultrasonido, de 10 seg cada uno, con intervalos de descanso de 10 seg, en hielo, en un

homogenizador ultrasénico

Anexo 7. Distribucién de proteinas de células CHO en SDS-PAGE. Proteinas recuperadas tras precipitaciéon con metanol-cloroformo (M/C)
con ciclos de homogenizador ultrasénico (HU), el protocolo estandar (E) de acetona y la variante de TCA-acetona con ciclos de
congelacion/descongelacion (CD), incluyendo en todos los casos pre-solubiliacion con NaOH. Los asteriscos indican bandas de proteinas
con una abundancia diferente entre los carriles. Los valores de porcentaje sobre cada carril indican el porcentaje de abundancia de
proteinas totales de cada muestra con respecto al homogenizado (100%), medido a partir de la intensidad obtenida en ImageJ v1.52a. SDS-
PAGE representativo de 2 muestras bioldgicas. Carriles, 1: Marcador de peso molecular (PM), 2: homogenizado de células CHO, 3: M/C, 4:

TCA-acetona, 5: acetona (Tomado de Pérez-Rodriguez et al., 2020c).
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Anexo 8. Clasificacion de las PDA mediante analisis de clasificacion funcional de PANTHER. Las proteinas aumentadas (A, C, E, G, I) y
disminuidas (B, D, F, H, J) se clasificaron en base a los procesos bioldgicos (A, B), componente celular (C, D), funciéon molecular (E, F), vias
(G, H) y clases de proteinas (I, J). ACR13m: receptor acetilcolina 1 y 3, muscarinico, Act.: actividad, AGII: angiotensina Il, AH: adenina e
hipoxantina, BA: beta-arrestina, CC: componente celular, CCKR: receptor de colecistoquinina, EGFR: receptor del factor de crecimiento
epidérmico, FGF: factor de crecimiento de fibroblastos, FTHF: formiltetrahidroformato, GP: proteina G, GR: receptor de glutamato, GRHR:
receptor de la hormona liberadora de gonadotropina, HGP-Gqa Goa: Proteina G heterotrimérica asociada a Gq alfa o Go alpha, HHR:
receptor de histamina H1, MGR: receptor metabotrépico de glutamato, MOP: proceso de organismos multicelulares, NACR: receptor de
acetilcolina nicotinico, PDGF: factor de crecimiento derivado de plaquetas, R-a-A: receptor a-adrenérgico, R/A: reguladora/adaptadora, RC:
regulador del citoesqueleto, RT: regulador de la transcripcion, SCC: sefializacion por citocinas y quimiocinas, TCA: acido tricarboxilico, TM:

trafico de membrana, TRA: actividad reguladora de la transcripcion, TT: transporte y transferencia, VEGF: factor de crecimiento del endotelio
vascular, VP: via de la presenilina.
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