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RESUMEN

La hipotermia moderada (30 a 34°C) ha sido considerada como una estrategia para
incrementar la productividad de glicoproteinas recombinantes terapéuticas en lineas
celulares de ovario de hamster chino, sin embargo, existe la preocupacion del efecto que

puede tener en el patrdn de glicosilacion de la proteina resultante.

En este trabajo se evalu6 el efecto de la hipotermia moderada sobre el metabolismo, la
productividad, la expresion de genes relacionados con la glicosilacion y la glicosilacion
final del activador de plasmindgeno tisular recombinante producido en la linea celular
CHO TF70R cultivada en condiciones bifasicas (cambio de temperatura de 37°C a 30°C

a las 48h de cultivo).

De manera general, la hipotermia moderada disminuyé la concentracion celular viable,
retraso la caida de la viabilidad, disminuyd la actividad metabdlica y aumento la
productividad especifica del rh-tPA (18%). Para el caso de las células en el cultivo control
(37°C), se observd una concentracion celular maxima de 13.18+0.55x10% células/mL,
una viabilidad mayor al 90% durante 7 dias de cultivo y productividad de 1.61+0.02
pg/cel/dia. Para el caso de las células en el cultivo bifasico (30°C), se observo la
concentracion celular maxima viable de 2.85+0.12x10° células/mL, viabilidad mayor al

90% durante 14 dias de cultivo y productividad especifica de 1.89+0.01 pg/cel/dia.

En el cultivo bifasico se disminuyd el consumo especifico de glucosa y glutamina en 1.1cy
2.43 veces respectivamente, mientras que la produccion especifica de lactato y amonio

disminuyo 1.06 y 1.07 veces respectivamente a comparacion del cultivo control.

El analisis transcripcional mostré que, para el caso de las células cultivadas en
hipotermia moderada, hubo un incremento en la expresion de proteinas de choque frio
CIRP y RBM3 de 9.87 y 9.50 veces respectivamente, indicando la presencia del estrés
ocasionado por la disminucion de la temperatura. Para el caso de enzimas relacionadas

con la N-glicosilacion, se observdé un aumento en la expresion las glicosiltransferasas
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B4galt1 y St3gal4 (4.31 y 2.35 veces respectivamente), 4.12 veces para el transportador
de UDP galactosa y 7.43 veces para la glicosidasa Man1A2, mientras que para el caso
de la expresion de las glicosidasas Neu2, Glb1 y el transportador de CMP &acido sialico
disminuyd 1.81, 1.80 y 1.14 veces respectivamente a comparacion con las células de los

cultivos control.

Debido a que la calidad y, por lo tanto, la eficacia de la proteina recombinante podria
verse afectada por la disminucion de la temperatura y correlacionando los hallazgos
encontrados en la expresion de enzimas relacionadas con la N-glicosilacion, se analizd
el patron de glicosilacion de la proteina producida en ambas condiciones de cultivo
mediante el uso de cromatografia de interaccion hidrofilica (HILIC). No se observaron
diferencias importantes en el porcentaje relativo de estructuras de glicanos en el rh-tPA
producido en los cultivos control y el producido en los cultivos bifasicos por lo que se
concluyd que la disminucion de la temperatura no altera el perfil de glicosilacién de rh-

tPA, incluyendo el grado de sialilacion terminal.
Estos resultados revelaron que la estrategia empleada tuvo un efecto positivo sobre la

productividad especifica de las células CHO-TF70R sin afectar la calidad del producto,

lo que representa un procedimiento efectivo para el proceso de produccién de rh-tPA.
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1. INTRODUCCION

Los sistemas basados en células de ovario de hamster chino (CHO) siguen siendo, por
mucho, la linea celular de mamifero mas usada ya que son capaces de realizar
modificaciones post traduccionales eficientes produciendo proteinas recombinantes con
glicoformas que son compatibles y bioactivas en humanos (Tripathi., et al., 2019;
Owczarek, et al., 2019; Butler, 2005; Dinnis, et al. 2005; Jenkins, et al., 1996; Jenkins, et
al., 1992; Jayapal, et al., 2006; Kim, et al., 2012).

Aproximadamente el 50% de las proteinas recombinantes terapéuticas aprobadas en los
Estados Unidos y la Union Europea son glicoproteinas y el 84% de estas (57 de los 68
de los anticuerpos aprobados de enero 2014 a Julio del 2018) se producen en sistemas
de células CHO (Kim, et al., 2012; Walsh, 2014 y 2018), es por esta razon que se
requieren procesos altamente productivos y eficientes asegurando a su vez patrones de
glicosilacion uniformes para generar medicamentos biotecnoldgicos con calidad, eficacia

reproducible y consistente.

La hipotermia moderada (TDS, 30-34 °C) ha sido usada como estrategia para
incrementar los rendimientos en la produccion de proteinas recombinantes terapeuticas
en los cultivos de células CHO (Wulhfard, et al., 2008). En cultivos de células CHO, las
cuales inicialmente crecen a 37°C, al ser expuestos a una temperatura de 30°C durante
la fase de crecimiento exponencial, resulta en un incremento entre 1.3 hasta 4.7 veces
mas en la productividad especifica (qp) de proteina recombinante, y un incremento de
1.2 a 3.8 veces en la productividad volumétrica, también hay un incremento de la
viabilidad celular de las células crecidas a 30°C con respecto a las obtenidas a 37°C
(Marchant, et al., 2008, Ahn, et al., 2008, Nam, et al., 2008, Wulhfard, et al., 2008,
Trummer, et al., 2006, Shi, et al., 2005, Fox, et al., 2004, Fox, et al., 2005, Bollati-Fogollin,
et al., 2004, Yoon., et al., 2004, Kaufmann., et al., 1999, Furukawa., & Ohsuye., 1999,
Rodriguez., et al. 2005, Hennicke, et al., 2019, Aghamohseni., et al. 2017, Hendrick., et
al., 2001, Vergara., et al., 2015).
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La mayoria de los reportes realizados han sido enfocados en el beneficio que tiene la
disminucién de la temperatura sobre la viabilidad y productividad de proteinas
recombinantes, sin embargo, muy pocos reportes se han enfocado en el efecto que tiene
la disminucion de la temperatura sobre la glicosilacion (Ahn, et al., 2008, Nam, et al.,
2008, Trummer, et al., 2006, Galbraith., et al., 2006, Hennicke, et al., 2019,
Aghamohseni., et al. 2017, Sou., et al. 2015y 2017).

El efecto de la hipotermia moderada en los patrones de glicosilacion son dependientes
de la linea celular, tipo de proteina y temperatura estudiada por lo que no solo se vera
afectado por los mecanismos genéticos y moleculares intrinsecos de la célula huésped,
sino también por las condiciones de cultivo y el estado metabdlico celular, lo cual explica
algunas observaciones contradictorias encontradas en la literatura (Ahn., et al. 2008;
Bollati-Fogolin., et al. 2005; Rodriguez., et al. 2005; Serrato., et al. 2007).

En el caso del activador de plasmindgeno tisular recombinante, ademas de reportar que
la linea celular CHO TF70R bajo condiciones de hipotermia moderada incrementa su
productividad volumétrica y/o especifica (Hendrick., et al. 2001, Vergara., et al. 2009,
2012, 2014 y Bedoya., et al.,, 2016), un estudio transcriptomico describe que bajo
hipotermia moderada hay cambios en la expresion de enzimas relacionadas con la
glicosilacion de proteinas (Bedoya, et al., 2016) y otro reporte que evalué la glicosilacién
del rh-tPA mediante el uso de lectinas sugiere cambios en la manosilacién del mismo
(Hendrick, et al., 2001), es por esto, que en este proyecto se pretende evaluar si el patron
de glicosilacion se ve afectado por la disminucion en la temperatura en un modelo de
células CHO TF70R productoras de rh-tPA.

Mediante el uso de qPCR, y HILIC se estudi6 el efecto de la TDS (cultivos control a 37°C
y cultivos bifasicos a 30°C) sobre la expresion de 7 genes relacionados con la
glicosilacion y sobre el patron de glicosilacion final de la proteina rh-tPA con el objetivo
de poder tener un mejor entendimiento del uso de la TDS a favor de una mayor
produccion de rh-tPA con calidad consistente (perfil de glicosilacibn homogéneo y
deseado) y poder implementar asi esta util y econédmica herramienta de cultivo para la

optimizacion de procesos industriales.
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2. ANTECEDENTES

2.1.Uso de Células de Ovario de Hamster Chino para la Produccién de

Medicamentos Biotecnholdgicos

A mediados de 1970 se inicid el desarrollo de la ingenieria genética basada en la

tecnologia de DNA recombinante que marcé a su vez, el comienzo de la industria

biotecnolégica actual (Berg, et al., 1975). Mediante la tecnologia de DNA recombinante

ha sido posible modificar genéticamente diversos tipos de células que actuan como

“reactores” bioldgicos, capaces de sintetizar biofarmacos con aplicaciones terapéuticas

basados en proteinas recombinantes (PR) (Drago, et al., 2006). La tecnologia de DNA

recombinante ha tenido impacto positivo sobre la produccién de PR:

Supera el problema de disponibilidad de fuente del producto: Muchas proteinas
con potencial terapéutico son producidas naturalmente por el cuerpo en
cantidades minoritarias. Algunos ejemplos incluyen interferones, interleucinas y
factores estimuladores de colonia. Esto hizo poco practico su extraccion directa
del material de origen nativo en cantidades suficientes para satisfacer la probable
demanda clinica. La produccion recombinante permite la fabricacion de cualquier
proteina en cualquier cantidad que se requiera.

Supera el problema de seguridad del producto: En el pasado la extraccién directa
del producto de algunas fuentes biologicas ha llevado a la transmision involuntaria
de enfermedades como hepatitis B, C y VIH.

Proporciona una alternativa a la extraccion directa de material inapropiado o
peligroso: Un numero de proteinas terapéuticas han sido extraidas de la orina
humana, como por ejemplo la hormona foliculoestimulante (FHS), obtenida de la
orina de mujeres post- menopausicas, mientras que una hormona relacionada, la
hormona Gonadotropina coridonica humana (hCG), es extraida de la orina de
mujeres embarazadas. La orina no es considerada como una fuente particular de

productos biofarmacéuticos.
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e Facilita la generacién de proteinas terapéuticas disefiadas que muestran alguna

ventaja clinica sobre el producto proteico nativo (Walsh, 2013)

Los medicamentos biotecnolégicos tienen caracteristicas diferenciales en origen,
produccion, estructura quimica, propiedades farmacéuticas y farmacoldgicas. Los
medicamentos biotecnologicos son producidos por organismos genéticamente
modificados e incluyen pequenas moléculas como: algunos antibidticos, vitaminas,
aminoacidos y esteroides; también se producen macromoléculas como: proteinas que
intervienen en procesos de coagulacion, anticuerpos y vacunas, por mencionar algunos
ejemplos (Matar, 2009).

Los sistemas de expresion para la obtencion de medicamentos biotecnoldgicos se basan
en vectores que permiten la clonacién del gen que codifica la proteina de interés en una
célula hospedera como: bacterias, hongos, plantas y animales (las ventajas y

desventajas de cada sistema se incluyen en la tabla 1)

Desde enero 2014 a Julio 2018 han sido aprobados 155 medicamentos biotecnoldgicos
en USA y/o la UE. Con estas nuevas aprobaciones, el numero de medicamentos
biotecnoldgicos individuales que obtuvieron una licencia en estas regiones ahora
asciende a 374, que contienen 285 ingredientes biotecnologicos activos distintos.
(Walsh, 2018). Desde ese mismo ano hasta la fecha la FDA (US Food and Drug
Administration) ha autorizado mas medicamentos biotecnolégicos que farmacos
quimicos para el tratamiento de diferentes tipos de cancer, enfermedades autoinmunes
e infecciosas, y otras. De hecho, el mercado de los medicamentos biotecnoldgicos ha
ido en aumento, en el 2013 se gand un total de $140 mil millones de pesos por estos
productos (Walsh, 2014).
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Tabla 1. Comparacién de los sistemas de produccion para proteinas farmacéuticas humanas recombinantes (Tripathi., et al., 2019; Owczarek, et al.,
2019., Yao, et al. 2015; Sweich, et al. 2012, Walsh, 2013, lkonomou, L., et al., 2003).

Sistema

Costo
total

Tiempo de
produccién

Produccién

Capacidad de

Nivel de

Glicosilacion

Riesgos de

Contaminacion

Ventajas

DENENIETES

Expresion

-Biologia  molecular bien -Acumulacion intracelular de
Alto caracterizada (E.coli) proteinas
Bacteria . . : -Altos niveles de expresion -Presencia de lipopolisacarido
Bajo Corto Ninguna Endotoxinas - el g
-Crecimiento rapido en su superficie
Alto -Medios relativamente -Ausencia de glicosilacion
simples y baratos
-Facil manipulaciéon genética  -Diferente patron de
-Mayoria de organismos glicosilaciéon respecto al de la
. . Alto Alta S . , X
Hongo Medio Medio Manosilacién Bajo Riesgo seguros glicoproteina nativa
. -Rapido crecimientoy medios -En la mayoria, nivel de
Bajo-Alto - b4 .
no costosos expresion <5% proteina total
Medi -Cultivo relativamente facil - Tasa de crecimiento lenta y
edio -Buen plegamiento de alto costo de produccién
. Alta N . . .
Insecto Alto Medio S Bajo Riesgo proteinas -Diferente patron de
. Manosilacion SO .
Bajo-alto glicosilaciéon al producido en
humanos
-Bajo costo produccién -Niveles de expresion
-Equipos y metodologias variables / bajos.
Alt baratos y bien establecidos -Posible silenciamiento de
0 Diferencias -Proteinas expresadas en genes post-traduccionales.
Células de ; menores S semillas generalmente -  Diferente  patrén de
Bajo Corto Bajo Riesgo , L .
Plantas (fucosa y estables durante periodos glicosilacién al producido en
Xilosa) prolongados de tiempo humanos
Moderado-Alto -Libres de patdgenos -Naturaleza estacional  /
humanos (por ejem., VIH) geografica del crecimiento de
las plantas
Muy Bajo - Modificaciones post- -Requerimientos nutricionales
Virus. priones traduccionales de las complejos.
Células de Bajo- Similar a la B y proteinas similares a las -Crecimiento lento y
B Alto Largo DNA : L e
Mamifero Moderado humana o humanas susceptible al dafio fisico
oncogénico .
Buen plegamiento de
proteinas
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Una tendencia que continua es la mayor importancia de los sistemas de expresion de
mamiferos sobre los no mamiferos utilizados para producir productos biotecnologicos
aprobados. De hecho, la tendencia hacia las lineas celulares de mamiferos se ha
acelerado dramaticamente en los ultimos tres o cuatro afios. Sesenta y dos de los 71
ingredientes activos biofarmacéuticos genuinamente nuevos que han salido al mercado
del 2014 al 2018 son proteinas recombinantes. De ellos, 52 (84%) se expresan en lineas
celulares de mamiferos, uno (Kanuma, sebelipasa alfa) se expresa en un sistema
transgénico de mamiferos y los nueve restantes se producen utilizando Escherichia coli
(cinco productos) o levadura (cuatro productos producidos en S. cerevisiae). El aumento
en la produccién basada en mamiferos no es sorprendente, dadas las numerosas
aprobaciones recientes de productos de mAb y factor de coagulacién, con ambas clases
de productos con modificaciones postraduccionales y, por lo tanto, que requieren

sistemas de expresiéon de mamiferos (Walsh., 2018).

. No mamiferos . Mamiferos

66 50 53 45 42 40 21

3 50 47 55 50 60 79
100
m p
60+
01
20 g

0 b T T T T T T

Upto 1989 1990-1994 1995-1999 2000-2004 2005-2009 2010-2014 2015-Juic 2018
Periodo de tiempo

o

Aprobaciones (%)

Figura 1. Uso relativo de lineas celulares de produccion de mamiferos versus no mamiferas en la
fabricacion de productos biofarmacéuticos aprobados en los periodos indicados. Cada conjunto de datos
se expresa como un porcentaje del total de aprobaciones de productos biofarmacéuticos para el periodo
en cuestion (Adaptado de Walsh, 2018).

Los sistemas basados en células de ovario de hamster chino (CHO) siguen siendo la
linea celular de mamifero mas usada; el 84% (57 de los 68 productos de mAb aprobados

de enero 2014 a Julio del 2018) se producen en sistemas CHO, y el resto de los
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anticuerpos aprobados se producen en células NSO (nueve productos) o células Sp2 /0
(dos productos) (Kim, et al., 2012; Walsh, 2014 y 2018).

Las ceélulas CHO son el sistema preferido para la produccion de glicoproteinas
recombinantes de uso terapéutico a gran escala debido a que presentan un crecimiento
rapido (Puck, et al. 1958), pueden ser transfectadas con facilidad, han demostrado
seguridad desde las pasadas dos décadas, pueden ser facilmente adaptables al
crecimiento en condiciones de suspension libre de suero, facilmente manejables (lo cual
es una caracteristica preferida para el cultivo de biorreactores a gran escala), los virus
patdogenos humanos como VIH, influenza, polio, herpes y sarampion no pueden replicarse
en las células CHO y son capaces de realizar modificaciones post traduccionales
eficientes produciendo proteinas recombinantes con glicoformas que son compatibles y
bioactivas en humanos (Tripathi., et al., 2019; Owczarek, et al., 2019; Butler, 2005; Dinnis,
et al. 2005; Jenkins, et al., 1996; Jenkins, et al., 1992; Jayapal, et al., 2006; Kim, et al.,
2012). Ademas, esta linea junto con las de mieloma de raton NSO y SP2/0, han sido
clasificadas como nivel de bioseguridad 1 por las autoridades federales suizas como la
Oficina Federal del Ambiente (FOEN por sus siglas en inglés), lo cual implica la ausencia

de riesgo o riesgo insignificante para la salud humana y el ambiente (Keller, 2007).

2.2.Glicosilacion y su Relevancia en la Produccion de Medicamentos

Biotecnoldgicos

2.2.1. Glicosilacién

La glicosilacion tiene una influencia sustancial en las propiedades fisicas y funcionales
de las glicoproteinas recombinantes, y es uno de los atributos de calidad criticos mas
importantes para la eficacia y seguridad 6ptimas de un producto biofarmacéutico.
(Matar., 2008; Butler & Spearman, 2014) y consiste en la adicién covalente de
carbohidratos a secuencias consenso dentro de las proteinas, en un proceso enzimatico
tipo célula, tejido y sitio especifico (Varki., et al. 2017). Numerosos factores pueden
afectar la glicosilacion, incluyendo la linea celular, la estructura proteica en si, los

componentes del medio y las condiciones de cultivo (Butler., & Spearman, 2014). Una
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misma proteina puede presentar diferentes tipos de enlaces carbohidrato-péptido como

los mostrados en la Figura 2 (Varki., et al. 2017).
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GlcNAC GlcNAc/&rh,
GalNAc— Asn, g'; :
Gle Gle
Rha +N-glycosyl FucNAc—
o Xyl 7 f :
Gle— Arg * GlcNAC o S
GalNAc Y
Man—Trp ---- C-glycosy! Ga'\ h
GYeosy, Man> Ser/Thr ====+=+: O-glycosy!

Fuc
Gle—Cys ---- S-glycosy/ Pse g
BacAc]  Gal~_ _.*"

L
3 )

GloNAc-1-P
Gle—Tyr
Man-1-P§ ]
Fuo1-p—=>¢r === P-glycosyl Gal— Hyl
Xyl-1-P

GlcNAc .
Gal— Hyp

. e

Man-6-P-EthN — C-term === GP| Anchoring

Figura 2. Tipos de enlaces carbohidrato-proteina (Tomado de Varki., et al. 2017).

La composicion de carbohidratos de las glicoproteinas revela la presencia de una gran

variedad de azucares, incluyendo D-galactosa, D-manosa y L-fucosa (azucares neutros),

amino azucares como N-acetilglucosamina y N-acetilgalactosamina, y azucares acidos,

como por ejemplo el acido sialico (Varki., et al. 2017). Se identifican distintos tipos de

glicanos de acuerdo con su estructura y tipo de enlace en el glicoconjugado:

Tabla 2. Tipos de glicanos de acuerdo con su estructura y tipo de enlace en el glicoconjugado

Tipo de Enlace

Caracteristicas

(Liao, et al., 2018)

O-glicanos La cadena lateral de azUcar esta unida mediante el grupo hidroxilo de serina o treonina, o a
(Higel, et al., 2019) veces aminoacidos modificados tales como hidroxilisina

N-glicanos La unién es a través del grupo amino de la asparagina
(Higel, et al., 2019)

C-glicanos Es una forma rara de glicosilacién donde el aztcar es unido al carbén del triptéfano

Fosfo-glicanos
(Haynes.,1998)

Unidos a la proteina a través del fosfato de una fosfoserina

Proteoglicanos
(Yanagishita, et al., 1993)

Unidn de glicosaminoglicanos a proteinas, los cuales también se pueden encontrar en forma

libre.

Glipidacién (lkezawa., et al.,
2002)

Union covalente de un glicosli-fosfatidil-inositol (GPI) de las proteinas para su anclaje a los

lipidos de membrana a través de un enlace glicano.

Las glicosiltransferasas y las glicosidasas son responsables del ensamblaje, el

procesamiento y la renovacion de los glicanos (Varki., et al. 2017). Aproximadamente el

1% de los genes del genoma de los mamiferos estan involucrados en la produccion o

modificacién de glicanos. Se conocen casi 200,000 secuencias de glicosiltransferasas
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en todos los reinos, y comprenden aproximadamente 97 familias de glicosiltransferasas

como se definidas por la secuencia primaria (Varki., et al. 2017).

Una glicoproteina puede tener mas de un sitio de N-glicosilacion por lo que se han
definido dos términos primordiales, los cuales son: la macroheterogeneidad, la cual se
refiere a los sitios potenciales de N-glicosilacién ocupados, y la microheterogeneidad, la
cual se refiere a los motivos estructurales y composicion de monosacaridos que

conforman la glicosilacion (Matar, 2008; Varki., et al. 2017).

Asi, dependiendo de la estructura del oligosacarido y de la proteina a la cual esté unido,
la glicosilaciéon participa en funciones como: adhesion y reconocimiento celular,
sefnalizacion, evita la desnaturalizacion y protedlisis, participa en procesos de transporte
a través de la via secretoria, puede proporcionar hidrofilicidad y carga negativa,
reduciendo asi las interacciones intermoleculares inespecificas en los espacios
extracelulares (Jayaprakash & Surolia, 2017). Los glicanos tienen muchas funciones
protectoras, estabilizadoras, organizativas y de barrera, ademas estan implicados en el
plegado apropiado de polipéptidos recién sintetizados en el reticulo endoplasmatico (RE)
o en el subsiguiente mantenimiento de la solubilidad y conformacion de la proteina
(Varki., et al. 2017; Rudd., et al. 2001). De hecho, si algunas proteinas estan
incorrectamente glicosiladas, no se pliegan adecuadamente y/o salen del RE, siendo
consignadas en su lugar a la degradacion en proteosomas. Esto puede ser explicado ya
que el plegamiento correcto y en ensamble controlado glicoproteinas requiere de
interacciones coordinadas con chaperonas y enzimas (Tabla 3) (Varki., et al. 2017,
Rudd., et al. 2001).
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Tabla 3. Papel potencial y efecto de la glicosilacion de las proteinas (Adaptada de Walsh., et. al. 2006).

Papel/Efecto

Plegamiento de la

Comentario

La glicosilaciéon puede afectar la estructura secundaria de la proteina local y ayudar

proteina al plegamiento directo de la cadena polipeptidica.
Orientacion / trafico de | El glicocomponente puede participar en la clasificacion / direccién de una proteina
proteinas para su destino final.

Reconocimiento/unién
de ligando

El contenido de carbohidratos de los anticuerpos, por ejemplo, funciona en la unién
de anticuerpos (Fc) a los monocitos y la interaccion con el componente del
complemento C1,.

Actividad biolégica

La cadena lateral de carbohidratos de las gonadotropinas (especificamente la
cadena lateral N%2 de la subunidad a) es esencial para la activaciéon de la
transduccion de sefales de gonadotropinas.

Estabilidad

Las cadenas laterales de azicar pueden estabilizar una glicoproteina de varias
maneras, incluida la mejora de su solubilidad, la proteccion de parches hidréfobos
en su superficie, la proteccidon de la protedlisis y la participacion directa en las
interacciones de estabilizacion intracadena.

Regulacion del tiempo
de vida media

Grandes cantidades de acido sialico pueden aumentar la vida media plasmatica de
una glicoproteina.

La exposicion a los residuos de galactosa puede disminuir la vida media plasmatica
al promover la captacién a través de los residuos de galactosa hepaticos. La N-
glicosilacion de levadura es de tipo alto en manosa, lo que conduce a una rapida
eliminacién de la circulacion a través de los receptores de manosa.

Inmunogenicidad

Algunos motivos de glicosilacion caracteristicos de las glicoproteinas derivadas de
plantas (que a menudo contienen residuos de fucosa y xilosa) son altamente
inmunogénicos en los mamiferos.

Fc: Fraccién constante

N52: Asparagina 52

2.2.2. N-Glicosilaciéon

El tipo de glicosilacion mas estudiado e importante para las glicoproteinas recombinantes

de uso terapéutico es la N-glicosilacién ya que esta participa en el plegamiento y la
actividad de las proteinas (Jenkins., et al. 1996; Walsh., & Jefferis., 2006; Helenius., &

Aebi., 2001), por lo que, para poder garantizar la estabilidad y eficacia de las

glicoproteinas terapéuticas, la industria biotecnolégica se ha interesado en mantener

consistencia en el perfil de N-glicosilacion de sus productos.

Un N-glicano es una cadena de azucar unida covalentemente a una asparagina (Asn) de

una cadena polipeptidica por un enlace N-gljcosidico, implicando comunmente un

residuo de GIcNAc y la secuencia de péptido consenso: Asn-X-Ser/Thr, donde X

representa cualquier aminoacido excepto prolina. Todos los N-glicanos comparten una
region central de polisacarido comun (Manf31-4GIcNAcB1-4GIcNAcB1-Asn-X-Ser / Thr) y
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se pueden dividir generalmente en tres clases principales como se pude observar en la
Figura 3 (Varki, et al., 2009 y Varki., et al. 2017):

1. Tipo oligomanosa (o alta manosa): Estructuras que contienen entre 5 y 9
unidades de manosa unidas al nucleo principal.

2. Tipo complejo: Residuos de manosa unidos con enlaces a1,3 y a1,6 en el nucleo
son sustituidos por GIcNAc.

3. Tipo hibrido: Solo los restos de manosa que estan unidas al brazo Man a1-6 del
nucleo y una o dos antenas estan en el brazo Man a 1-3 son sustituidos por
GIcNAc (Varki, et al., 2009; Varki., et al. 2017).

Las glicoproteinas humanas ademas presentan fucosa o acido sialico en los extremos
terminales de algunos N-oligosacaridos, siendo los procesos de fucosilacion y siliaciéon

los que indican el término de la extension de la cadena (Varki, et al., 2009).

o6 08 ('3
p4 p4
p2 B2 B2 ol 06
a3 6 o3 6
p4 p4
B4 p4
B
Asn Asn Asn

Oligomanosa Complejo Hibrido
Figura 3. Tipos de N-glicanos. Los N-glicanos anadidos a la proteina en las secuencias Asn-X-Ser/Thr son
de tres tipos generales en una glicoproteina madura: oligomanosa, compleja e hibrida. Cada N-glicano

contiene el nucleo comun MansGIcNAc2Asn (Adaptada de Varki, et al., 2009).

Biosintesis de N-glicanos
La via principal de N glicosilacion esta conservada en todos los eucariontes (también se
ha observado en arqueobacterias y eubacterias); el mayor grado de diversificacién

estructural de una glicoproteina se da en el aparato de Golgi.

La biosintesis de N-glicanos ocurre en dos fases y en dos compartimentos de células
eucariotas, el RE y el Golgi. La primera fase es una via altamente conservada que
avanza en la membrana del RE en el portador de lipidos Dol-P. Un oligosacarido

ensamblado en Dol-P se transfiere a Asn en secuencias seleccionadas de Asn-X Ser /
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Thr de proteinas secretoras y de membrana durante su translocacion al RE. La segunda
fase comienza con el procesamiento de N-glicanos por glicosidasas y glicosiltransferasas
en la luz del RE y continua en el Golgi de una manera especifica de especie, tipo celular,
proteina e incluso sitio especifico. Muchas de las glicosidasas y glicosiltransferasas se
expresan diferencialmente y son extremadamente sensibles al estado fisiolégico de la
célula. Todas las (dlicosiltransferasas utilizan azucares activados (azucares
nucleotidicos, azucares dolicélicos) como sustratos. Asi, una glicoproteina madura porta
N-glicanos que dependen del complemento de genes de glicosilacion expresados en el
tipo de célula en la que se produce la glicoproteina y del estado fisioldgico de esa célula
que puede afectar la localizacion y actividad de las enzimas y transportadores de

glicosilacion (Varki, et al., 2017).

El fosfato de dolicol (Dol-P) ubicado en la cara citoplasmatica de la membrana del reticulo
endoplasmico (RE) recibe GIcNAc-1-P de UDP-GIcNAc en el citoplasma para generar
Dol-P-P-GIcNAc. Dol-P-P-GIcNAc se extiende a Dol-P-P-GIcNAc2Mans antes de
‘voltearse” a través de la membrana del ER hacia el lado luminal. Posteriormente, se
afiaden cuatro residuos de manosa (Man) al Dol-P-Man y tres residuos Glucosa (Glc). El
oligosacarido GIcNAcz2MangGlcs se transfiere a la cadena lateral Asn dentro del sequon
N-X-S/T por la oligosacariltransferasa (OST). En células de mamiferos, el complejo
OSTA esta asociado con el translocén en la membrana del RE y dglicosila
preferentemente los polipéptidos nacientes asociados con el translocén, mientras que el
complejo OSTB modifica las proteinas que han abandonado el translocon y se

encuentran en la luz del RE (Figura 4) (Varki, et al., 2017).

El N-glicano unido a proteinas se remodela posteriormente en el RE y Golgi mediante
una serie compleja de reacciones catalizadas por glicosidasas unidas a membrana y
glicosiltransferasas. Muchas de estas enzimas son sensibles al estado fisiologico y
bioquimico de la célula en la que se expresa la glicoproteina. Por lo tanto, los glicanos
unidos a cada asparagina glicosilada en una glicoproteina madura dependeran del tipo
celular en el que se expresa la glicoproteina y del estado fisiolégico de la célula, el cual
es regulado durante el desarrollo y la diferenciacion y alterado en la enfermedad (Varki,
et al., 2017).
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Figura 4. Sintesis de dolicol-P-P-GIcNAc2MansGlcs (Tomada de de Varki, et al., 2017).

Tras la transferencia del glicano GlcasManeGIcNAc2 de 14 azucares a la proteina, las
glicosidasas en el RE eliminan los tres residuos de glucosa, y la manosidasa RE elimina
un residuo de manosa (Varki, et al., 2017). Estas reacciones estan intimamente
asociadas con el plegamiento de la glicoproteina asistida por las lectinas calnexina y
calreticulina, y determinan si la glicoproteina contintia hasta el Golgi o se degrada. Otra
lectina, denominada EDEM (proteina que mejora la degradacion de la a-manosidasa [)
se une a residuos de manosa en glicoproteinas mal plegadas y las acompafia por
retrotranslocacion al citoplasma para su degradacién (Varki, et al., 2017; Helenius., &
Aebi., 2001; Varki, et al., 2009). Para la mayoria de las glicoproteinas, se eliminan
residuos de manosa adicionales en el compartimiento cis del Golgi hasta que se genera
MansGIcNAcz2Asn. La accion de GIcNAcT-1 en MansGIcNAc2Asn en el Golgi medial inicia
en la primera rama de un N-glicano. La a-manosidasa Il elimina dos residuos manosa
externos. La accién de a-manosidasa Il genera el sustrato para GIcNAcT-II. El N-glicano
biantenario resultante se extiende mediante la adicion de fucosa, galactosa y acido
sialico para generar un N-glicano complejo con dos ramas. Los N-glicanos complejos
pueden tener muchos mas azucares que los mostrados en la Figura 5, incluyendo
residuos adicionales unidos al nucleo, ramas adicionales, ramas extendidas con
unidades de poli-N-acetil-lactosamina y diferentes estructuras (Varki, et al., 2009;

Helenius., & Aebi., 2001).
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Figura 5. Procesamiento y maduracion de un N-glicano (Adapatada de Varki, et al., 2017).
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También es importante mencionar que en el RE existe una gran variedad de chaperonas

y enzimas que ayudan a la maduracion conformacional de las proteinas antes de ser

transportadas al aparato de Golgi. Se han descrito dos sistemas encargados de verificar

el plegamiento de las proteinas, los cuales son:

1.

Sistema GRP78/GRP94 que recibe el péptido naciente. La proteina GRP78
(constituye aproximadamente el 5% del total de chaperonas presentes en el RE
por lo que casi todas las proteinas sintetizadas en el RE se unen a ella) y BiP
regulada por glucosa, esta proteina junto con la proteina disulfuro isomerasa (PDI)
forman parte de un complejo multiproteico que procesa y verifica el plegamiento
de proteinas de forma mas eficiente. PDI es la encargada de formar puentes
disulfuro (oxidacién de cisteinas) y GRP78 reconoce y se une a secuencias
hidrofobicas de 7 residuos de aminoacidos evitando interacciones inespecificas y
por lo tanto la agregacion. Este sistema sirve como respaldo del sistema
CNX/CRT para retener péptidos mal plegados y es regulador de la respuesta a
proteinas mal plegadas (UPR) brindando proteccion celular ante el estrés en el
RE (Zhu., & Lee., 2015; Herbert., et al. 2005; Helenius., & Aebi., 2001).

Sistema calnexina/calreticulina (CNX/CRT) que modifica los glicanos unidos. La
calnexina es una proteina de membrana, mientras que la calreticulina es una
proteina soluble. Ambas proteinas son lectinas dependientes de calcio que se
unen a la secuencia GlcMangNACGIc2 presente en proteinas mal plegadas. Su
funcién consiste en evitar la agregaciéon de proteinas mal plegadas e incrementar
la eficiencia del plegamiento, al retenerlas en el RE, disminuyendo la velocidad
del proceso, y reclutando a otras chaperonas que asistan en el plegamiento antes
de exportar la proteina al aparato de Golgi (Zhu., & Lee., 2015; Rudd., et al. 2001;
Hidalgo., 2010; Herbert., et al. 2005; Helenius., & Aebi., 2001).

Se sabe que la glicosilacion promueve la maduracion y el control de calidad de proteinas

en el lumen de la ruta de secrecién. Mas de la mitad de todas las proteinas eucariotas

son glicoproteinas, y el 90% de ellas son N-glicosiladas (Lombard., 2016),
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1% de los genes de mamiferos estan involucrados en el proceso de glicosilacion, para

el caso de los humanos, al menos el 5% de su genoma parece estar involucrado en la

glicosilacion de proteinas (Kristic, et al., 2014).; la proteina promedio contiene al menos

3 sitios consenso de glicosilacién, con mas de dos tercios de estos sitios siendo utilizados

(Herbert, D. et al. 2005) por lo que la glicosilacion global de una proteina recombinante

es un proceso complejo que refleja el equilibrio en la interaccion de varias rutas

biosintéticas (glicanos, nucledétidos, lipidos, péptidos, etc) y el control de calidad en el

plegamiento.

Existen diversos factores que pueden afectar la glicosilacién de una proteina, algunos

ejemplos son explicados en la Tabla 4.

Tabla 4. Factores que afectan la glicosilacién

Evento ‘
Glicosiltransferasas
(Wang., et al., 2017; Zhang., et al.
2016; Mikolajczyk., et al., 2020)

Comentarios

Las glicosiltransferasas catalizan la transferencia de restos de carbohidratos de un donante de azucar

nucleétido activado a una molécula aceptora. Su localizacion y actividad a lo largo de la via secretoria

afectan la glicosilaciéon de una proteina.

Donadores/aceptores de

azucares (Varki., et al., 2017)

La disponibilidad de donadores y aceptores de azucares afecta la glicosilacion ya que pueden competir por

el sustrato y su accién depende de la enzima antecesora.

pH (Jiang., et al., 2018;
Kellokumpu., et al., 2019)

La glicosilacion es probablemente el proceso mas sensible al pH de las funciones de Golgi. A lo largo de la

via se acidifica influenciando la actividad relativa de las diferentes enzimas

Expresion enzimatica
(Wang., et al., 2017; Zhang., et al.
2016; Mikolajczyk., et al., 2020)

El nivel de expresion de las diferentes enzimas ya que algunas se expresan de manera constitutiva y otras

son tejido especificas

de de
glicoproteina
(Ferris, et al., 2014)

Tiempo transito la

El tiempo de transito de la glicoproteina a través de los compartimientos del aparato de Golgi. Si el transito

es rapido a través de la via secretoria, el tiempo disponible para que algunas reacciones ocurran es limitado

Glicosidasas
(Wang., et al., 2017; Zhang., et al.
2016; Mikolajczyk., et al., 2020)

Son una variedad de enzimas disponibles que eliminan los azicares y su presencia y actividad afectan la

glicosilacion de proteinas.

Control de calidad del RE
(Ferris, et al., 2014)

Estrecha asociacion de la glicoproteina naciente con las chaperonas que ayudan a su plegamiento
adecuado. Las glicoproteinas propensas a la agregacién mal plegadas se degraden faciimente. Estudios
realizados sugieren que la adicién y modificacién del nucleo de N-glicano esta intimamente relacionada con

el plegamiento, la formacién de enlaces disulfuro y el ensamblaje complejo de glicoproteinas.

Purificacion de glicoproteina
(Zhang., et al., 2016)

Para el caso de glicoproteinas recombinantes, el proceso de purificacién puede determinar y seleccionar

un subconjunto de glicoformas particulares
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2.2.3. Glicosilacion y Medicamentos de Biotecnolégicos

Muchos medicamentos biotecnolégicos son proteinas glicosiladas (Varki, et al., 2017),
algunos ejemplos de tales proteinas incluyen anticuerpos monoclonales (mAbs) y otros
productos proteicos recombinantes como factores de coagulacién sanguinea, factores
de crecimiento, proteinas de fusion, enzimas terapéuticas, hormonas, citocinas y algunos
interferones (Kim, et al., 2012; Walsh., et al., 2018). En la Figura 6, se puede observar
de manera general la glicosilacion que se presenta en los diferentes sistemas de

expresion de proteinas recombinantes:
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Figura 6. Diferencias en la N-glicosilacion producida en los sistemas de expresién de uso comun
(Adaptada de Zhang, 2016).

Las glicoproteinas de mamiferos se presentan en diferentes glicoformas, y en el contexto
de proteinas terapéuticas, esta diversidad puede afectar la potencia de los
medicamentos, asi como su farmacocinética. Para el caso de células de ovario de
hamster chino (CHO), utilizadas en este trabajo, se ha reportado que estas producen
glicanos que no se producen en las células humanas, como el acido N-glicolilneuraminico
(Neu5Gc) y galactosa-a1,3-galactosa (a-gal), pero ocurren a niveles muy bajos (<2% vy
<0.2% respectivamente) (Bosques, et al., 2010). Las células CHO carecen de la enzima
a2-6 sialiltransferasa y sintetizan exclusivamente acido sialico terminal unido a2-3 via

a2-3 sialiltransferasa. Las células humanas tienen ambas enzimas (Jenkins., et al. 1996).
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La glicosilaciéon de las proteinas terapéuticas afecta su estructura, funcion, plegamiento,
orientacién espacial, propiedades fisicoquimicas, estabilidad térmica, interaccion con
receptores, su produccion, farmacocinética, farmacodinamia, bioactividad, seguridad
(inmunogenicidad) y el tiempo de vida media en circulacién in vivo. Esta bien
documentado que la glicosilacion de las proteinas no solo incrementa la estabilidad de
la proteina in vitro, si no también protege a las proteinas de la degradacion proteolitica
in vivo (Zhang, et al., 2016; Kawasaki, et al., 2009; Lattova, et al., 2006).

En cuanto a la importancia de la glicosilacion en el aspecto farmacocinético y
farmacodinamico de las proteinas terapéuticas, existe evidencia de que proteinas
parcialmente glicosiladas, las cuales usualmente tienen galactosa terminal, tienen un
tiempo de vida media en la circulacibn mucho mas corto que las proteinas
completamente glicosiladas con acido sialico terminal, esto se debe a el receptor de
asialoglicoproteina (ASGPR) es una lectina de tipo C, expresada principalmente en la
superficie sinusoidal del hepatocito (Diao et al., 1996; Valladeau et al., 2001). El papel
principal de ASGPR es la union, internalizacion y eliminacion posterior de la circulaciéon
de glicoproteinas que contienen galactosa terminal o residuos de N-acetilgalactosamina
(asialoglicoproteinas) (Roggenbuck, et al., 2012). Otros receptores de tipo lectina con
especificidad de unidon a manosa terminal GlcNAc o fucosa también contribuyen a la

eliminacion de glicoproteinas que contienen estos glicanos (Zhang, et al., 2016).

Cambios en los procesos de manufactura de medicamentos biotecnoldgicos causan la
alteracion de la glicosilacidn y plantean inquietudes acerca de la alteracion de su calidad,
seguridad y eficacia. Existen diferentes factores relacionados con el cultivo las cuales
han probado ser un factor determinante en la glicosilacién terminal de una proteina
terapéutica, algunos ejemplos son: medios de cultivo celular (Jenkins., et al. 1996; Gupta,
et al., 2018; Radhakrishnan, et al., 2018; Wong., et al. 2010), la suplementacion de los
medios de cultivo (Radhakrishnan, et al., 2018), cambios en la concentracién de oxigeno
disuelto (Kimura., & Miller., 1997, Serrato., et al. 2007, Kunkel., et al.,1998, varsson., et
al., 2014), cambios en la concentracion de CO2z (Kimura., & Miller., 1997; Gupta, et al.,
2018), cambios en el pH (lvarsson., et al., 2014), cambios en la concentracién de

nutrientes/desechos celulares (Jenkins., et al. 1996; Gupta, et al., 2018) y cambios en la
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temperatura. Este ultimo se discutira mas adelante, con especial enfoque en el activador
del plasmindgeno tisular recombinante (rh-tPA), la cual es la proteina de estudio usada

en este trabajo.

La modificacion de los glicanos es un blanco en el disefio de farmacos para incrementar
su eficacia, pero las glicoproteinas deben idealmente deben mostrar glicanos tipo
humanos; y segundo, los patrones de glicosilacién deben ser lo mas uniformes posible
ya que algunos reportes sefialan reacciones anafilacticas causadas por cambios en la
glicosilacion, por lo que es crucial mantener el patrén en los residuos de carbohidratos
para la eficiencia y el uso de medicamentos biotecnoldgicos glicosilados (Kim, et al.,
2012).

Por lo tanto, el entendimiento detallado de la estructura de las glicoproteinas tiene un
impacto tanto en aplicaciones médicas como en el desarrollo y la entrega de nuevos
farmacos y debe ser extensivamente caracterizado con el fin de asegurar la calidad y
eficacia de la proteina resultante (Kawasaki, et al., 2009; Lattova, et al., 2006; Lepenies.,
& Seeberger., 2014).

2.3.Efecto de la Hipotermia Moderada Sobre la Productividad y Glicosilacién de
Proteinas Recombinantes Producidas en Células CHO

El rendimiento de la proteina recombinante en células CHO esta directamente
relacionado con la concentracién celular y longevidad del cultivo, por lo que algunas
estrategias de optimizacion estan dirigidas al control de la proliferacién, fisiologia y
comportamiento celular en situaciones de estrés, asi como el mejoramiento de funciones
celulares expresando enzimas ausentes en el sistema o con bajo nivel de expresion
(Barnes. & Dickson., 2006; Kumar., et al. 2007; Kunert., & Reinhart., 2016).

La caracterizacién del metabolismo celular y la fisiologia ha permitido el disefio de
procesos de biorreactores de perfusion y de alimentacion por lotes que han permitido
una mejora significativa en la productividad, algunos de los cuales ahora se acercan a la

produccion de hasta 10-13 g /L (Kunert., & Reinhart., 2016). Hay varias areas que pueden
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identificarse que podrian conducir a una mejora adicional en los sistemas de cultivo
celular como la regulacion a la baja de la apoptosis para permitir una supervivencia
celular prolongada en condiciones potencialmente adversas, el pH, pO2, pCOsg,
osmolaridad, composicion de los medios de cultivo, entre otros. En particular, los
cambios de temperatura a temperaturas de cultivo mas bajas se emplean con frecuencia
en la fabricacion de proteinas terapéuticas en células de mamiferos para mejorar la

productividad, la viabilidad o calidad de la proteina producida (McHugh, et al., 2020).

2.3.1. Respuesta al Estrés por Frio en células de mamifero

La mayoria de los organismos han desarrollado estrategias que les permitan sobrevivir
en un intervalo dinamico de temperatura, las cuales involucran reprogramacion genética,
metabdlica y expresion de diversas proteinas que ayudan a contrarrestar y evitar el
estrés producido (Fujita., 1999; Al-Fageeh, et al. 2006; Phadtare., et al. 1999). La
hipotermia moderada o TDS que se refiere a la disminucién de la temperatura en un
rango de 28° a 34°C, donde las células de mamiferos pueden adaptarse, sobrevivir y
continuar proliferando, a diferencia de la hipotermia extrema (0-10°C), donde la célula
muere via necrosis debido a la formacion de cristales de hielo que provocan dafo de
membranas (Bedoya, et al., 2017; Hidalgo, M., 2010). Generalmente, las células
responden al estrés por frio mediante la sobreexpresion rapida de un selecto grupo de
proteinas, las cuales son llamadas proteinas CSPs (cold-shock proteins) (Fujita., 1999;
Al-Fageeh, et al. 2006; Phadtare., et al. 1999).

Esta bien documentado que la disminucion de la temperatura a hipotermia moderada
suprime generalmente la sintesis de proteinas en eucariontes y procariontes. Esta
supresion de la sintesis de proteinas esta asociada con el arresto del crecimiento y la
expresion de CSPs requeridas para la adaptacion a la hipotermia (Al-Fageeh., & Smales.,
2006).

En mamiferos, los reportes sugieren que la respuesta al frio involucra una serie de
eventos moleculares y fisioldgicos coordinados, los cuales permiten a la célula adaptarse

y sobrevivir a la hipotermia moderada (Tabla 5) (Al-Fageeh., & Smales., 2006; Andersen,
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et al. 2000; Bedoya, et al., 2017; Cain, et al., 2013; Chuppa, et al., 1997; Hendrick, et al.,
2001; Marchant, et al., 2008; Fujita., 1999; Phadtare., et al. 1999; Hidalgo., 2010).

Tabla 5. Respuestas coordinadas al estrés por frio en células de mamifero.

Respuesta Molecular

Atenuacion de la transcripcion causada por la fosforilacion de

factores de transcripcion (Sonna., et al., 2002). Aumento de
los factores de transcirpcion inducibles Nrf2 y HIF1A (Eskla,
et al., 2018).

Un leve descenso de la temperatura disminuye la apoptosis

Respuesta Fisiolégica

celular, el metabolismo, la utilizacion de nutrientes, el
consumo de ATP y la acumulacion de metabolitos toxicos

(Xu., et al., 2019)

Inhibicién de la traduccién (durante la iniciacion y elongacion).
La traduccién global de proteinas se reduce (Al-Fageeh, et al.,
2006).

Disminucion de la generacién de radicales libres (Yoon., et
al. 2003).

Aumento de la transcripcion de genes especificos
(transcripcion selectiva) via elementos en la region promotora

(Sonna., et al., 2002).

Arresto del ciclo celular en la fase G0/G1 (fase G1 es la fase
optima de sintesis de PR; sobreexpresion de p21 y MDM2,
represion de CDK 4/6) y desensamble del citoesqueleto (Al-
Fageeh, et al., 2006; Mason, et al., 2014).

Reduccion asociada en la traduccion y el metabolismo de
RNAm global junto con una mayor estabilidad de RNAm y
degradacion reducida (Al-Fageeh, et al., 2006; Masterton., et
al., 2014).

Aumento de la viabilidad, disminucién en la proliferacion y
disminucion de la apoptosis (expresion de Ras, Mstl y NF-
kB reprimida, y sobreexpresién de genes inhibidores de

muerte celular como Bcl-2)

Procesamiento alternativo del pre-mRNA, internalizacién de

exones sin marcos de lectura correctos (Ars, et al., 2000)

Reduccion de la velocidad especifica de crecimiento hasta
en un 60% (Yoon., et al. (2003).

Traduccion selectiva de mMRNA con secuencias IRES (Internal
ribosome entry sites) especificos al frio en mRNAs resultando
en la traduccion preferencial e incrementada de tales mRNAs
debié al shock frio (Chappell., et al. 2001).

Aumento de la resistencia al estrés hidrodinamico y

reduccién en el consumo de oxigeno (Xu., et al., 2019)

Expresion de proteinas de choque térmico por frio (CSP)
(Masterton., et al., 2014).

Cambios en el plegamiento y el trafico de proteinas,

desmontaje del citoesqueleto celular (Mason, et al., 2014).

Datos transcriptémicos han sugerido que las células perciben los estimulos de hipotermia

moderada a través de canales i6nicos tipo Transient Receptor Potencial (TRP),

especificamente, las células CHO censan bajas temperaturas por medio de canales de

calcio TRPM8 y temperaturas calidas mayores a 33°C mediante canales iénicos TRPV3

(Bedoya, et al., 2017). Una vez percibido el estimulo, la respuesta a la hipotermia se da

mediante la fosforilacion de diversos factores de iniciacion y elongaciéon como lo son
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elF2a, el cual provoca la disminucién de la traduccion de mRNA con CAP. Ademas, son
activados mecanismos postranscripcionales del mRNA disminuyendo asi la sintesis de

proteinas (Al-Fageeh., et al., 2006).

Algunas de las proteinas inducidas por hipotermia moderada son: la proteina disulfuro
isomerasa (PDI), vimentina, NDK B, ERP57, fosfoglicerato cinasa, HSP71, HSP90-b,
NSR-1 y EF2, entre otras (Al-Fageeh., et al., 2006; Baik., et al., 2006; Kumar., 2007;
Phadtare., et al., 1999; Sonna et al., 2002). En condiciones de hipotermia en células de
mamifero, hay también una sobreexpresion de proteinas asociadas con la funcidn,
metabolismo y regulacion de los RNAs, esas proteinas son llamadas “RNA binding

proteins” o RBP, las cuales son:

e Cirp (cold inducible RNA binding protein): es una proteina ubicua de 18 kDa con
un dominio de unién a RNA conservado (CS-RBD) en el extremo amino terminal y
un dominio rico en glicinas en el extremo carboxilo terminal; se expresa de forma
constitutiva o periddica segun el tejido en el que se encuentre; esta conservada en
ratén, rata, humano y hamster. Esta chaperona que previene la formacion de
estructura secundaria de los RNA mensajeros dandole asi estabilidad (Al-Fageeh,
M., & Smales, M., 2006), ademas se une a la region poliadenilada y a la no
codificante 3’UTR de mRNA’s susceptibles a la degradacién protegiéndolos y
restaurando su conformacion nativa durante condiciones de estrés (radiacion UV,
hipoxia). CIRP no se expresa en células sometidas a estrés por calor. La funcién
CIRP se ha relacionado directamente con la detencion del crecimiento mediante
experimentos knockdown y sobreexpresion (Zhu, X., et al., 2016; Richard., 2005; Al-
Fageeh., & Smales., 2006; Andersen, et al. 2000; Cain, et al., 2013; Chuppa, et al.,
1997; Hendrick, et al., 2001; Marchant, et al., 2008; Fujita, J. 1999; Phadtare., et al.
1999;).

e Rbm3 (RNA binding protein): se caracteriza por poseer en la regiéon no codificante
5 de su mRNA una secuencia IRES y otras secuencias especializadas que le
permiten ser reconocida por el ribosoma independientemente de la estructura CAP,
facilitando su transcripcion a bajas temperaturas. Interactia con micro RNAs y la
subunidad ribosomal 60s incrementando la sintesis de proteinas y modificando la
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degradacion del mRNA (Zhu., et al., 2016). Por razones desconocidas, este IRES
tiene una actividad 5 veces mayor a 33°C a comparacion de su actividad a los 37°C.
Una caracteristica sorprendente de la secuencia lider 5’de RBM3 es que contiene
muchas similitudes complementarias con el rRNA 188S, lo que lleva a la especulacion
de que desempefia un papel en la union directa de las subunidades ribosémicas 40S
al interactuar con el rRNA 18S (Zhu., et al., 2016; Richard., 2005; Al-Fageeh., et al.,
2006). Esto sugiere que la iniciacion interna de la traduccién puede ser un
componente clave de la respuesta a la hipotermia en mamiferos, lo que permite el
alto nivel de traduccion de ciertas proteinas es estas condiciones. RBM3 esta
involucrada en diversas funciones celulares tales como: la proliferaciéon dependiente
de citocinas, replicacion de Poxvirus, desarrollo de cancer, regula los niveles de
mMiRNA que participan en el silenciamiento de genes, regula la sintesis global de
proteinas y la degradacion de su propio mensajero, previene la apoptosis y funciona
como chaperona de ciertos mRNA uniéndose a su extremo 5’ (Zhu., et al., 2016;
Richard., 2005; Al-Fageeh., Smales., 2006; Cain, et al., 2013; Chuppa, et al., 1997;
Marchant, et al., 2008; Fujita., 1999; Phadtare., et al. 1999).

Es importante mencionar que RBM3 al igual que CIRP estan regulados por cambios en
los niveles de oxigeno de una manera independiente de HIF-1 y a la mitocondria, lo cual
indicaria una conexion entre las respuestas a choque por frio e hipoxia (Wellmann., et
al. 2003).

2.3.2. La Hipotermia Moderada y su Relacion con la Produccion de Proteinas

Recombinantes Producidas en Células CHO

La TDS ha sido usada como estrategia para incrementar los rendimientos en los cultivos
celulares de mamifero, particularmente en los cultivos de células CHO. El cambio a
condiciones hipotérmicas moderadas (30-34 °C) se ha convertido en una practica
industrial muy frecuentemente empleada en la produccion de PR en lineas celulares
CHO (Wulhfard, et al., 2008). En cultivos de células CHO, los cuales inicialmente crecen

a 37°C, al ser expuestos a una temperatura de 30°C durante la fase de crecimiento
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exponencial, resulta en un incremento entre 1.3 hasta 4.7 veces mas en la productividad

especifica (gp) de proteina recombinante, y un incremento de 1.2 a 3.8 veces en la

productividad volumétrica, también hay un incremento de la viabilidad celular de las

células crecidas a 30°C con respecto a las obtenidas a 37°C (Tabla 6). No obstante, se

ha demostrado que los resultados son variables entre las diferentes lineas celulares,

modalidades de cultivo, temperaturas y proteinas de interés, lo cual hace mas

complicada la explicacion al efecto observado y evitando la existencia de un

entendimiento claro del fenémeno (Tabla 6).

Tabla 6. Efecto de la hipotermia moderada en la productividad de proteina recombinante en lineas

celulares CHO.

Linea

Celular

CHO

Temp (°C)/ pH/ gP Prod Comentarios Referencia
GIn (nM) Volumétrica
37>32 40% 1 S/C Marchant,
9G4 Arresto de células en Go/G+
37>27 12% 1 28% etal., 2008
37>32 3.8x 3.7x
Disminucion en la proporcion de
37>30 4.8x 3x Ahn, et al.,
EPO formas acidas, tetraantenarias y
37>28 4.7x 2.5x - 2008
tetrasiliadas
37>25 2.6x 1.4x
Aumento en la siliacibn y | Nam, etal,,
SEAP 37>33 +133% +135%
disminucién de fucosilaciéon 2008
37>33 21.5x T Aumento del didmetro y volumen
Woulhfard,
IgG 37>31 - 9.4x 1 celular, aumento de células en fase
) et al., 2008
37>29 13.9x Go/G1 ciclo celular
30 1.7x 3.1x 4 Disminucion de la siliacion a 30 y
33 1.4x P 1.5x ¢ 33°C (40 y 30% respectivamente)
EPO-F
¢ Arresto del ciclo celular en Go/G1.
Trummer,
DOT no tiene efecto en la siliacion.
et al., 2006
35 S/C 10% 1™ En este reporte se combina el efecto
de la diminucion de la temperatura
con el cambio en el pH
37>32 1.85x 1 1.3x Aumento de la proporcion de células | Trummer,
37>30 30% 1 1.4x 1 en Go/G1 et al., 2006
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CHO

Reduccion en la siliacién, pero si se
reduce pH (6.85-7.2) aumenta la
proporcién de formas acidas
Fv-Fc Arresto del 50% de las células enla | Shi, et al.,
30 2.8x 1 NR
IL2 fase G2/M del ciclo celular 2005
Fox, et al.,
Interfero Aumento de células en fase S del 2004
ny 32 2x P 1.9x 1 ciclo celular Fox, et al.,
2005
Disminucion de la temperatura no
—-— afecta el perfil de glicosilacion. Bollati-
Misma actividad biolégica del hGM- | Fogollin, et
CSF 37>33 214x 6x T i
CSF producido a 37°C que el al., 2004
producido a 30°C
Elincremento de la qP de las células
Yoon., et
EPO 32 4-25x 1 NR rCHO debido a la disminucion de la | 2004
al.,
temperatura depende de la clona
Anti-4 |- 30 S/C S/C Arresto del ciclo celular en fase | Yoon., et
BB 33 S/C S/C Go/G1 al., 2003
Acumulacién de células en fase
Go/G+1 del ciclo celular.
33 4x 2.5x
No hay cambios en los patrones de
isoformas  (andlisis IEF), el | Yoon., et
EPO
contenido de 4&cido sidlico vy al., 2004
actividad biolodgica in vivo es similar
30 5.6x 1 0.86x ™ _
o mayor al de la EPO producida a
37°C
Arresto del ciclo celular en fase | Kaufmann.,
SEAP 30 1.7x ™ 3.4x 1
Go/G1 et al., 1999
Furukawa.,
C- 3732 24x 1 57x 1 Disminucion en el consumo de
. & Ohsuye.,
terminal 37>34 1.6x 1 1.6x 1 aminoacidos 1999
enzima
30 2.8x N Mediante el analisis por geles SDS- | Furukawa.,
a_
32 41x PAGE y western blot se sugiere que | & Ohsuye.,
amidante NR ) L ]
33.5 2.8x el patrén de glicosilacion no cambia 1998
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L L Rodriguez.,
INF-y 30 NR 2.0x Disminucion en la siliacion
et al. 2005
Reduccion en las concentraciones
de donador de azucar nucleotidico
Sou., et al.
intracelular (NSD) y una proporcion
36.5 >32 25% 1 NR L 2015y
disminuida de las estructuras de 2017
gllcano mas procesadas en la
region constante de mAb
37
5385 6.90 | 14x71 1.2x 1 Arresto del ciclo celular en la fase
6.75 0.5x 4 07x v G0/G1, metabolismo reducido.
37> Aproximadamente el 70% de los
690 | o6xe | O07xy P P Hennicke,
33.5 glicanos totales eran complejos y
7.05 0.5x ¢ 0.6x ¢ N S etal., 2019
ocupaban sitios de glicosilacion 1-3.
6.75 0.5
mAbs 372 0.4x & X En general, no se observé ningun
(IgM, 19G, 30 [A 0.5x & 0.6x & cambio  significatvo en la
Eg2-hFc) | 37> 6.90 0.3x 4, 0.5x distribucién de glicanos
28.5
37> 4 mM 0.25¢ SDSA96h
Z?F’) 0 mM s/C SDSA96h Cambios en el indice de siliacion y
(EP) galactosilacion variables
33 4mM | 1.25x T | SDSA96h | jependiendo de la condicion (Gin, Adhamoh
amohs
(EP) | OmM | 1.08x ™ | SDSA96h | asi como del tiempo de cultivo y g. Cal
eni., et al.
372 | 4mM | 1.5x 1 SDSA96h | cambio de temperatura). 0017
33 En general, la reduccion de la
0mM 2x 1t SDSA96h
(PE) temperatura con respecto 37°C
33 4mM | 41x 1 SDSA96h reduce la galactosilacion.
(PE) | OmM | 3.3x1 | SDSA96h
Hendrick.,
32 1.7x NR Posible aumento en la manosilacion
et al., 2001
Vergara., et
33 1.7x NR -
al., 2009
rh-tPA
Vergara., et
31 1.5x NR -
al., 2012
Reduccion de la temperatura podria | Vergara., et
33 1.3x 1 NR
afectar el procesamiento de Ia al., 2015
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proteina reduciendo la proteina
incorrectamente plegada destinada

a degradacion

Los valores presentados con respecto en numero de veces (x) de aumento (1) o disminucion (J,) con
respecto al cultivo control a 37°C. SEAP: fosfatasa alcalina humana; hGM CSF: factor estimulador de
colonias de granulocitos macréfagos; IL-2: interleucina 2; rh-tPA: activador de plasminégeno tisular; EPO:
eritropoyetina humana; S/C: sin cambios; NR: no reportado, EP: Crecimiento en la fase exponencial, PE:
crecimiento post-fase exponencial, SDSA96 h: Sin diferencias significativas antes de las 96 h de cultivo.

Otra de las ventajas de la disminucion de la temperatura en cultivos de células CHO es
la disminucion de la produccion de proteinas de la célula huésped (HCPs) (Dorai y
Ganguly, 2014). Uno de los retos en la purificacion de proteinas es la remocion de HCPs
ya que ademas de ser potencialmente inmunogénicas para los pacientes, las HCPs
pueden causar agregacion del producto y fragmentacion (Dorai y Ganguly, 2014). Por
ejemplo, las chaperonas pueden interactuar con las proteinas recombinantes
parcialmente plegadas y no plegadas para formar grandes agregados, los cuales pueden
causar que las columnas de cromatografia y filtros sean tapados. Las proteasas y las
glicosidasas pueden causar fragmentacion y recorte de proteinas recombinantes en
medios libres de suero, por lo tanto, reducir el rendimiento general del producto (Dorai y
Ganguly, 2014; Gao et al., 2011). La eliminacion eficiente de HCP es crucial para (i)
garantizar la seguridad del paciente; (ii) reducir el costo de purificacion; y (iii) mantener

la integridad del producto (Goey., et al., 2017).

En conclusion, la hipotermia moderada o TDS es una estrategia que puede servir para
incrementar la qP de diferentes lineas de células CHO productoras de proteinas
recombinantes terapéuticas facilitando la purificacion de estas al reducir la produccion
de HCPs en la célula huésped, sin embargo, como se puede ver en la tabla 6, en algunos
casos la glicosilacion de la PR puede cambiar planteando inquietudes acerca de su
calidad, seguridad y eficacia. Al usar la TDS como estrategia de incremento de la
productividad, el patron de glicosilacién debe ser caracterizado con el fin de asegurar la

calidad y eficacia de la proteina resultante.
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2.3.3. Causas del aumento de la productividad con la disminucion de la

temperatura

La reduccion de la temperatura a condiciones de hipotermia moderada causa el
incremento en la productividad de proteina recombinante en diferentes lineas celulares
CHO. En general, ha sido descritos los mecanismos resumidos en las tablas 7 y 8 para
explicar este fenomeno. Para el caso del arresto en el ciclo celular, el cultivo en
condiciones de TDS conduce a una mayor longevidad del cultivo y a la detencion del
ciclo celular, y muchas de las investigaciones atribuyeron aumentos en la productividad
volumétrica y especifica de las células a estas respuestas (Tabla 6). Es probable que el
aumento de la productividad especifica de la célula durante el arresto del ciclo celular de
la fase G1 o S se deba a una competencia reducida entre el ARNm enddgeno y
recombinante y los polipéptidos para la maquinaria celular requerida para sintetizar,
plegar y ensamblar proteina recombinante (Masterton, et al., 2014).

Una serie de estudios mas recientes han sugerido que los cambios en las cantidades de
ARNmM recombinante en células de mamiferos después del cultivo de temperatura
subfisioldgica leve es un factor clave para mejorar la productividad a tales temperaturas
(Tabla 7y 8) (Yoon., et al. 2003; Marchant., et al. 2008; Masterton., et al., 2010; Kou., et
al., 2011; Fox., et al., 2005)
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Tabla 7. Mecanismos propuestos para el incremento en la produccién de proteinas recombinantes.

Arresto del ciclo celular

Arresto en Fase
G1

Hay una correlacién entre la detencién en esta fase y una mayor productividad
celular especifica en células de mamiferos.

Esta fase provoca el retraso de los procesos apoptéticos prolongando la viabilidad
y la productiva del cultivo. Las células arrestadas en esta fase son
metabodlicamente mas activas, de mayor tamafio y no “gastan” recursos para

generar biomasa, con respecto a las células que no estan arrestadas en esta fase

2001;
Bollati-Fogolin., et al.,
2005; Kaufman., 1999;
2004;

Fussenegger.,

Yoon., et al.,
Fox., et al., 2005

Arresto en fase
S

Los autores informan que la fase S del ciclo celular es la mas productiva en
términos de rendimiento de proteina recombinante en células CHO. Durante la
fase S, se produce la sintesis de ADN

Fox., et al. 2005;
Masterton, et al., 2014

Arresto en fase
G,/M

Incremento en
mRNA de la PR

Se atribuye en incremento de la productividad a el arresto del 50% de las células
en la fase G»/M del ciclo celular

Cambios en el mMRNA de proteinas recombinantes

Durante el cultivo en condiciones de TDS, se ha demostrado que las cantidades
de ARNm recombinante presentes son elevadas en comparaciéon con las
observadas a 37 ° C. La traduccion global se atentia en condiciones de hipotermia
moderada, sin embargo, no se detiene. Entonces aumento de los niveles de
ARNmM de la proteina recombinante puede deberse a un incremento su traduccion
debido a una menor "competencia” con los ARNm endoégenos para la maquinaria

de traduccién celular.

Shi, et al., 2005;

Kou., et al. 2011; Fox.,
et al. 2005; Marchant.
et al. 2008; Roobol., et
al., 2009; Masterton,
et al., 2014; Underhill.,
et al., 2006;

Incremento de la
estabilidad del
mRNA de la PR

Cantidades de
Bcl-2y p21

Actividad de
proteasas y

glicosidasas

Utilizacion
denutrientes y
energia

Esto se ha atribuido a la formacién de estructuras secundarias y una reduccién en
la tasa de degradacion y también a cambios en el tiempo de vida media del mRNA
(lo cual no se debe a un aumento de la actividad transcripcional). La TDS induce
la expresion del CSP CIRBP lo que causa un incremento en la cantidad de mRNA
debido a que CIRBP (proteina de union a ARN) estabiliza directamente los niveles

de ARNm recombinante

Retraso en la apoptosis

Esto puede ser debido a un incremento de la Bcl-2 reorganizacién del
citoesqueleto y disminucién de p21

Actividad proteolitica del cultivo
Cuando se presenta la muerte celular programada, se expulsan proteasas y
glicosidasas al medio de cultivo, provocando la degradacién de la proteina o
alterando su calidad (glicosilacion); en células bajo condiciones de hipotermia
moderada, se presenta la disminucién de la actividad proteolitica logrando asi una
menor degradacion de la proteina.
Redistribucion de nutrientes y energia

Se ha descrito que, debido a la disminucién de la temperatura, los nutrientes y
energia son redistribuidos de la produccion de biomasa a la produccién de
proteina recombinante

Fox., et al., 2005;
Roobol., et al., 2009;
Kou., et al. 2011; Tan.,
et al, 2008; Masterton,

etal., 2014

Slikker., 2001;
Baik., et al. 2006; Yee.,
et al., 2009; Masterton,
etal., 2014

et al.

Barrén., et al., 2009;
Masterton, et al., 2014

Gammell, et al., 2007;
Masterton, et al., 2014

CSP: Cold shock protein
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Tabla 8. Ejemplos de estudios que observaron los diferentes mecanismos involucrados en el incremento

de proteina recombinante bajo hipotermia moderada en cultivos de células CHO.

Posible Mecanismo Proteina Recombinante Referencia
Arresto del Ciclo Celular
Incremento en el porcentaje de células | SEAP, 1IgG4 quimérico Kaufmann., et al. 1999
en G1 Moore., et al. 1997
Disminucion en la velocidad de | t-PA, Igl en contra de la | Berrios., et al. 2009
crecimiento especifica glicoproteina  del receptor | Yoon., et al. 2004
humano de plaquetas
Sintesis de miRNA SEAP Barrén., et al. 2011
Retraso de la apoptosis
Incremento de Bcl-2 No reportado Slikker., et al. 2001
Disminucion de la importina a (y | No reportado Kumar., et al. 2008
subsecuentemente de p21) Baik., et al. 2006
Reorganizacion del citoesqueleto EPO, IgG Yee., et al. 2009
Incremento en la cantidad y/o estabilidad del mMRNA de la proteina recombinante
Incremento en la cantidad de mMRNA de | EPO Yoon., et al. 2003
la PR
Incremento en la estabilidad del mMRNA | TNFR-Fc Kou., et al. 2011
de la PR
Cambios en la sintesis de proteinas INF-y Fox., et al. 2005
Sobreexpresion de CIRP INF-y Lee., et al. 2008

2.3.4. La Hipotermia moderada y su efecto en la glicosilacion de proteinas en

cultivos de células CHO

Los efectos de la hipotermia moderada en los patrones de glicosilacion son dependientes
de la linea celular, tipo de proteina y temperatura, por lo que no solo se vera afectado
por los mecanismos genéticos y moleculares intrinsecos de la célula huésped, sino
también por las condiciones de cultivo y el estado metabdlico celular, lo cual explica
algunas observaciones contradictorias encontradas en la literatura (Ahn., et al. 2008;
Bollati-Fogolin., et al. 2005; Rodriguez., et al. 2005; Serrato., et al. 2007).

Debido a que la regulacién de las enzimas durante el proceso de glicosilacion en el RE
y en el aparato de Golgi no ha sido completamente descrita, el efecto de la temperatura
y la glicosilacion resultante no ha sido del todo examinado. La mayoria de los reportes
realizados han sido enfocados en el beneficio que tiene la disminucion de la temperatura

sobre la viabilidad y productividad de proteinas recombinantes, sin embargo, muy pocos
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reportes se han enfocado en el efecto que tiene la disminucion de la temperatura sobre

la glicosilacion, estos reportes son mencionados en la tabla 9.

Tabla 9. Reportes del efecto de la disminucion de la temperatura sobre la glicosilacion de proteinas
recombinantes.

Proteina

Recombinante

Condiciones
de Cultivo

Método de
Anadlisis de
Glicosilacion

Efecto sobre Glicosilacion

Referencia

s w a0 A 25°C aumentan las formas basicas. Debajo de 32°C hay
=0 5 o °,C ' IEF, HPLC, disminucion en la proporcion de formas acidas, tetraantenarias y Ahn, et al.,
® ,B SF) MALDI-TOF tetrasiliadas, incrementan estructuras Man6P. Mismas isoformas 2008
, br,
en diferente proporcién de acuerdo con la temperatura
HPLC Aumento en la siliacién y disminuciéon de fucosilacion en glicanos
37°C-> 33°C . ) ! Nam, et al.,
SEAP MALDI-TOF neutros, predominan estructuras biantenarias completamente
(FB, M, Br, SF) . . 2008
galactosiladas (51%) sin fucosa
Método enzimatico | Reduccion en la siliacion (40% a 30°C y 20% a 33°C con respecto
30, 33y 33°C ) . » Trummer, et
EPO-Fc (Br. B) (solo determinan | a 37°C), pero si se reduce pH (6.85-7.2) aumenta la proporcion e
T, al.,
siliacion) de formas acidas
32°C Cambios sutiles en la proporcién de las estructuras glicosiladas | Galbraith., et
9G4 MALDI-MS
(P, Sp, SF) principales al., 2006
Aproximadamente el 70% de los glicanos totales fueron del tipo .
37>38.5, 33.5, . » L Hennicke, et
IgM HILIC complejo y ocupaban sitios de glicosilacién 1-3. En general, no se
30, 28.5°C al., 2019
observé ninglin cambio significativo en la distribucion de glicanos.
Cambios en el indice de siliacion y galactosilacion variables
37>33°C dependiendo de la condicion (GIn, asi como del tiempo de cultivo | Aghamohseni.
Eg2-hFc HILIC . y
33°C y cambio de temperatura). En general, la reduccion de la , etal. 2017
temperatura con respecto 37°C reduce la galactosilacion.
Reduccion en las concentraciones de donador de azucar
e 36.5>32 °C ProfilerPro Glycan | nucleotidico intracelular (NSD) y una proporcién disminuida de las Sou., et al.
g Profiling Kit estructuras de gllcano mas procesadas en la region constante de | 2015y 2017
mAb
Cambios ligeros en fracciéon biantenaria, acido sialico, pero no Bollati
ollati-
37°C>33°C HPAEC son significativos por lo que se concluye que la disminucién de la )
hGM- CSF . . L Fogollin, et al.,
(B, Sp, SB) MALDI/TOF-MS temperatura no tiene efecto en el perfil de glicosilacion, 2004
incluyendo siliacion terminal.
37°C>30°C,30° L o L o
Disminucién en la siliacion, perfil similar con variacién en la | Rodriguez., et
INF-y C HPLC »
proporcion de las estructuras al. 2005
(B, Sp/Br, SF)
No hay cambios significativos en los patrones de isoformas, el
30,33y 37°C Yoon, S, et
EPO IEF contenido de acido sidlico es similar o mayor al de la EPO
(B, FT, SB) . al., 2003
producida a 37°C
37°C~> 32°C, . L . . . .
SN e Lectinas GNA, Disminucién en la manosa terminal del rh-tPA y posibles cambios Hendrick, et
rh-t =
MAA y SNA en la cantidad de acido sidlico a (2,3) al., 2001
(B, Sp, SF)
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IEF: Isoelectroenfoque, HPLC: cromatografia liquida de alta resolucion de fase normal/reversa, HPAEC:
cromatografia de intercambio anionico de pH alto, P: perfusién, B: batch, FB: fed-batch, Br: biorreactor,
Sp: spinner, SF: medio libre se suero, SB: suero fetal bovino, FT: frasco T, M: microacarreador, HILIC:

Cromatografia de interaccion hidrofilica.

Como se puede observar en la tabla 9, los cambios observados al disminuir la
temperatura a hipotermia moderada dependen de la proteina producida y la linea celular
productora. Se ha observado que la TDS puede no generar cambios significativos en el
patrén de glicosilacion (Bollati-Fogollin, et al., 2004; Hennicke, et al., 2019) y también
han sido reportados cambios principalmente en los procesos de siliacion (Ahn, et al.,
2008; Nam, et al., 2008; Trummer, et al., 2006; Aghamohseni., et al. 2017; Rodriguez.,
et al. 2005; Yoon., et al., 2003; Hendrick, et al., 2001) aunque también hay reportes de
ligeros cambios en la proporcion de glicoformas (Galbraith., et al., 2006), en los procesos
de galactosiliacion (Aghamohseni., et al. 2017) y fucosilacién (Nam, et al., 2008). Existe
una gran variedad en las condiciones probadas como lo son la proteina recombinante
por estudiar, la linea celular, la temperatura, las condiciones de cultivo, el método de
purificacion y en método de analisis de glicosilacion, por lo que se dificulta la
interpretacion de resultados para proponer una explicacién. De manera general se puede
concluir que dada la complejidad de la N-glicosilacion, los mecanismos de regulacion y
debido a que es un proceso enzimatico, la disminucion de la temperatura afecta el patron
de glicosilacion de la proteina recombinante, probablemente debido a un cambio en la
expresion y/o actividad de las enzimas de la via de N-glicosilacion, en la disponibilidad
de precursores energeéticos e incluso el plegamiento adecuado de la proteina
recombinante, lo cual se refleja en el aumento de la heterogeneidad de las glicoproteinas
(Higgins., 2010; Walsh., & Jefferis., 2006; Palomares., et al., 2006).

30|Page



2.4.Efecto de la Hipotermia Moderada sobre la Glicosilacion del el Activador de

Plasmindgeno Tisular

2.4.1. Activador de Plasminogeno Tisular

El t-PA es una proteina proteolitica implicada en la disolucion de coagulos de la sangre,

especificamente, es una serin proteasa que se encuentra en las células endoteliales. El
t-PA se relaciona con la regulacion de la fibrindlisis (Figura 7) ya que cataliza la
conversion de plasmindégeno a plasmina, la cual es capaz de degradar fibrina y asi poder
disolver trombos o coagulos (Kim., et al. 2012). El t-PA se secreta por células endoteliales
y ejerce su efecto primario en el sistema vascular donde tiene una concentracién de 1-
100 ng/mL (Andersen., et al. 2000). El t-PA es empleado para el tratamiento de isquemia
cerebral, infarto de miocardio provocado por coagulos de sangre o tromboembolismo
pulmonar. La primera proteina recombinante terapéutica producida en células de
mamifero (CHO), fue el t-PA y el cual fue aprobado por la FDA para su uso clinico en
1987 (Rouf., et al. 1996).

Activador de Plasmindgeno

Tisular {tPA) Plasminégeno

Factor X1a, Xlla
Inhibidor del activador de 1 Kallicreina
plasmindgeno 182

Plasmina -e—a-antiplasmina

. a-macroglobulina
Urocinasa

Fibrina 39'( Productos de degradacion de

fibrina
) T Fibrinoliziz (zimplificada). Laz lineas
Trombina = |nhibidor de fibrinolisis  &zwles denotan estimulacion, y las
activable por trombina lineas rojas inhibicidn

Figura 7. Fibrindlisis. Mecanismo de accion del rh-tPA (Adaptado de Rouf., et al. 1996)

Existen dos clases de activadores de plasminégeno humano que han sido reconocidos:
el de tipo tisular (tPA) y del tipo uroquinasa (uUPA). Estos dos tipos son bioldgica e
inmunologicamente diferentes. La estreptoquinasa producida por varias cepas de
Streptococci ha sido usado en la practica clinica. Debido a su origen, su uso se ha
asociado con respuestas inmunolégicas y reacciones pirogénicas (Rouf., et al. 1996). La
uroquinasa humana no es antigénica ni pirogénica, pero su extraccion de la orina es un
proceso costoso y su suministro es limitado para cualquier uso terapéutico extenso. La

estreptoquinasa y la uroquinasa activan tanto el plasminégeno en la circulaciéon, como el
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plasminégeno unido a fibrina, llevando a un serio riesgo de hemorragia. El t-PA es mucho
mas especifico en su accion uniéndose a los coagulos de fibrina y activando
preferencialmente al plasmindégeno atrapado dentro de ellos. El tiempo de vida media en
circulacioén del t-PA es de 2-6 min (Rouf., et al. 1996).

El t-PA tiene un peso de 68 kDa, un punto isoeléctrico de 7.6 y esta constituido por 527
aminoacidos con una serina en el extremo amino-terminal, 17 puentes disulfuro y 34
cisteinas entre los residuos que contribuyen al doblamiento caracteristico (Collen., &
Lijnen., 2004). Aproximadamente el 7% del peso molecular total corresponde a
carbohidratos. La accién proteolitica de la plasmina en el medio extracelular escinde la
cadena entre la arginina 275 y la isoleucina 276, convirtiéndolo a la forma de doble
cadena, en donde las cadenas se unen mediante un solo enlace disulfuro. La forma del
t-PA de una y dos cadenas muestran pequenas diferencias en su actividad fibrinolitica
(Rouf., et al. 1996).

Existen diferentes regiones en la molécula de t-PA, las cuales son:
- Un dominio de dedo de union a fibrina cerca del N terminal
- Un dominio de factor de crecimiento epidermal (EGF), dos estructuras tipo
“kringle” en bucle disulfuro
- Un dominio serin proteasa carboxilo terminal asociado con la actividad

proteolitica.

KRINGLE 2 1 2 3 4 5
w5,

tPA - = 106.5
complex _g

g 80
one-chain

' o -
—

variant [L
- 495

il | |
and - 32.
degrade:

tPA

b, ~ 185

5
& %
“ousf  sERME PROTEASE % Z
e

Figura 8. Molécula de t-PA. Los aminoacidos en cédigo de una letra. La punta de flecha abierta indica los
sitios potenciales de escisién que generan una molécula de dos cadenas a partir de una molécula de una
cadena. Los triangulos sdlidos indican los potenciales sitios de glicosilacion. Gel SDS-PAGE reductor
tefiido con azul de Coomassie del t-PA, se puede observar las diferentes bandas caracteristicas de esta
proteina (Adaptada de Rouf., et al. 1996 y Lin., et al. 1993).
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Al inicio, el tPA se extrajo de células de melanoma Bowes humanas, el tPA es muy

estable y similar al que se encuentra en tejido humano normal. Esta linea celular puede

ser cultivada en suspension, pero los niveles de produccion de t-PA son muy bajos (0.1

mg/L de medio condicionado) para escalamiento en procesos industriales (Rouf., et al.

1996).

Tabla 10. Sistemas de produccién de rh-tPA reportados.

Sistema productor

de rh-tPA

Caracteristicas

- Sin riesgo de produccion de proteinas asociadas a tumores ni contaminacion por virus animales.
- Es un polipéptido de una sola cadena no glicosilado el cual es retenido dentro de la célula como

Referencia

Bacteri cuerpo de inclusion desnaturalizado e insoluble constituyendo del 5-10% del total de las proteinas Asgari., et al.
acterias
o ) celulares. 2014, Rouf., et
(Escherichia coli) » . . . » . . »
- Produccién poco factible debido a la baja recuperacion de rh-tPA activo de los cuerpos de inclusion al. 1996
bajo cualquier condicién practica, haciendo la extraccién y renaturalizacion de los cuerpos de
inclusion compleja y muy costosa
- Bajo rendimiento
. . o Darby., et al.,
Levaduras - Producto extensivamente hiperglicosilado 2012
(Saccharomyces - Heterogeneidad en el peso molecular .
. . i ) . Vhanmarathi et
cerevisiae) - Secrecion extracelular no ocurre, por lo que las células deben de ser lisadas para la recuperaciéon L 2015
al.,
del rh-tPA, haciendo mas complicado la purificacién de los homogenados celulares.
- La linea celular produce una mezcla del rh-tPA de una y dos cadenas.
Insectos - Los sitios de glicosilacion del rh-tPA producido es consistente con t-PAs recombinantes producidos ARk tal
) . . . akiyan, et al.,
(Drosophila en mamiferos, y se ha demostrado que este rh-tPA es tan efectivo como el que es producido en

melanogaster)

células CHO, pero con base en datos farmacocinéticos, el rh-tPA producido en Drosophila se

elimina de la circulaciéon mas rapido que el producido por células CHO.

2013

- Beneficioso para la produccion de rh-tPA a bajo costo y a gran escala

Masoumiasl, et

Plantas - Glicosilacion distinta a la humana al., 2010;
(Tabaco) Schiermeyer., et
al., 2005.
-Lineas celulares productoras son: células de fibroblasto de ratén c127 (son complejas, caras y su Rouf., et al.
Mamiferos escalamiento es complicado), células de mieloma de rata y las células CHO (productoras 65

superiores a la mayoria de las células hospederas estudiadas)

El rh-tPA producido en células CHO ha sido aprobado para su uso clinico en el

tratamiento de infarto al miocardio, es un agente trombolitico efectivo con efectos

minimos en los niveles de plasmindgeno y fibrindgeno (Spellman, et al. 1989).
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2.4.2. Glicosilacion del Activador del Plasminégeno Tisular

El patron de glicosilacion del tPA humano producido en animales transgénicos es
diferente del patron obtenido cuando el mismo gen se expresa en una linea celular
recombinante de raton. Ambos patrones son a su vez diferentes del patron humano
nativo. La importancia clinica de patrones de glicosilacion alterada/microheterogeneidad
es mejor determinada por los ensayos clinicos. Si se determina que el producto es seguro
y eficaz, se lleva a cabo un analisis de calidad de productos finales de rutina para la
microheterogeneidad basada en carbohidratos, con el fin de determinar la consistencia
de lote a lote (que es deseable) mas que para detectar la microheterogeneidad per se
(Walsh, 2003).

Se ha reportado en la literatura que la secuencia de aminoacidos del tPA humano
contiene 4 sitios de glicosilacion potenciales (Asn''’, Asn'8, Asn?'® Asn*%®) de los
cuales, solo tres estan habitualmente glicosilados (Asn''?, Asn'®: Asn#48), la Asn-184 es
de ocupacion variable (presente en el tPA de tipo 1), esta Asn, asi como la Asn- 448
(presente en el tPA tipo | y Il) estan N-glicosilados (estructura de oligosacaridos
compleja) y contienen acido siadlico terminal que les protege de la degradacion
proteolitica y el cual presenta diferencias en la siliacion de acuerdo con las condiciones
del cultivo celular; el residuo Asn-117 tiene oligomanosilacién que es importante en el
reconocimiento del tPA por receptores de manosa y galactosa por los hepatocitos para
su depuracion en el higado. El sitio Asn-218 no esta glicosilado ya que presenta la
secuencia Asn-Pro-Ser, donde la prolina, debido a su rotacion, interfiere con los procesos
de N-glicosilacion (Collen., & Lijnen., 2004; Hendrick, et al., 2001). Los complejos de
oligosacaridos ligados a N incluyen fucosa, galactosa, N-acetilglucosamina y el acido N-
acetilneuraminico ligado a a(2-6) o a(2-3), galactosa mientras que los oligosacaridos
altos en manosa ligados a N incluyen unicamente manosa terminal o(1-3), a(1-6) o a(1-

2) ligado a manosa (Hendrick, et al., 2001).

El tPA producido en sistemas nativos y recombinantes (rh-tPA) esta compuesto por una
mezcla de dos glicoproteinas:
e tPA de tipo I: Tiene los tres sitios de glicosilacion ocupados (Asn''’, Asn'®

Asn“48),
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e tPA de tipo Il: Tiene dos sitios glicosilados ocupados (Asn''” y Asn*48). El tPA de
tipo 1l es 50% mas activo que el de tipo | y con una mayor afinidad por la lisina y
la fibrina, interfiiendo de este modo con la uniéon a la lisina del plasminégeno
(Bedoya, et al., 2017).

En contraste con el tPA nativo el cual contiene NeuAc o (2-6) ligado a Gal, el t-PA
recombinante sintetizado por las células de mamifero en cultivo tiene NeuAc o (2-3)
ligado a Gal. Se sugiere que el tPA contiene oligosacaridos ligados a Asn de tipo N-
acetillactosamina y altos en manosa (Spellman, et al.,, 1989). Esta diferencia tiene
importancia relativamente baja para la actividad de acuerdo con muchos autores
(Spellman, et al., 1989; Parekh, et al., 1989), pero la glicosilacién es especifica a células,
tejidos, estados de diferenciacién celular, y es dificil establecer un modelo tedrico general

para la glicosilacion del tPA (Hendrick, et al., 2001)

Tabla 11. Resumen de la Glicosilacion del tPA (Adaptada de Borisov, O., et. al. 2009).

Sitio Ocupacion (%) Tipo Formas Mayoritarias
Asn'17 99.6 Alta manosa Man5:Man6: Man7
Asn'42 0.9 Complejo/hibrido Biantenario
Asn'84 56.1 Complejo/hibrido Bi:tri:tetra
Asn*48 99.9 Complejo/hibrido Bi:tri:tetra

2.4.3. Hipotermia moderada y su efecto en la glicosilacion del activador de

plasminégeno tisular recombinante producido en células CHO
En el caso de la proteina activadora de plasmindgeno tisular recombinate (rh-tPA), varios
reportes han documentado el incremento tanto de productividad volumétrica, como de la
productividad especifica (qp) debido a la disminucion de la temperatura (TDS, por sus
siglas en inglés), como se puede observar algunos ejemplos en la tabla 8. También se
ha reportado que la velocidad de crecimiento celular se reduce significativamente
(Hendrick, et al., 2001; Bedoya, et al., 2016).
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Tabla 12. Efecto de la hipotermia moderada en rh-tPA

Referencia Temperatura PR Qp Prod. Vol. Glicosilacion
TDS (°C) (veces) (veces)
Hendrick., et 37>32 rh-tPA 1.71 - Posible aumento en la manosilacién y
al. (2001) posibles cambios en la siliacién
Vergara., et 37->33 rh-tPA 1.77 - -
al. (2009, 37>31 1.51
2012, 2014) 37>33 1.31
Andersen., et 37>33 rh-tPA - - Incremento en la ocupacion de sitio
al., 2000 (incremento en el rh-tPA de tipo I)
Bedoya., et 37->30 rh-tPA 1.67 2.61 Cambio en la expresion de genes
al., 2016 relacionados con la glicosilacion

Bedoya., et al., realizaron un estudio transcriptdmico y protedmico de la respuesta de las
células CHO TF70R productoras de rh-tPA a la TDS (37°C a 30°C). Las células fueron
cultivadas durante 48 h a 37°C en matraces agitados, la mitad de los matraces se
continud a 37°C (control) y la otra mitad se cambié a 30°C (cultivos bifasicos). Lo que
se encontré fue que la hipotermia moderada causa que las células en los cultivos
bifasicos disminuyan la velocidad maxima de crecimiento, aumenten su viabilidad y la
mantengan por un mayor tiempo, se dé un aumento de 2.2 veces en la productividad
volumétrica y 1.6 veces en la gp del rh-tPA, se incrementa el consumo de glucosa en un
11%, mientras que la produccién de lactato disminuye en un 19% a comparacion con los
cultivos de células CHO control. El analisis de la respuesta transcriptomica de estas
células usando secuenciacion de nueva generacion logro caracterizar el comportamiento
celular asociado a la disminucién de 37°C a 30°C. Se tomaron los puntos a las 24 h y 48
h después del cambio de temperatura ya que es donde las células se encontraban
proximas a alcanzar el maximo de produccion de PR (24 h) y una vez que lo han
alcanzado (48 h) antes de que los cultivos comenzaran a disminuir su viabilidad. Lo que
se encontré es que varios genes relacionados con la energia el metabolismo central, la
evasion de la apoptosis, asi como el arresto del ciclo celular en la fase G0/G1 se

encontraban sobre expresados.
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El gen que codifica para rh-tPA no se expreso diferencialmente, sin embargo, se observé
un incremento en la estabilizacion del RNA total con respecto a las células control, lo
cual sugiere que el aumento del rh-tPA puede ser debido a cambios post
transcripcionales como la estabilizacion del mMRNA o por cambios postraduccionales en
la via de secrecion. También se detectaron fluctuaciones en los transcritos que codifican
las proteinas implicadas en la maquinaria secretora, particularmente en la glicosilacion
(Bedoya, et al., 2016). Diferentes enzimas que remodelan proteinas en el lumen del
reticulo endoplasmatico participan en la N-glicosilacion. Estas enzimas incluyen a la
oligosacariltransferasa, glucosidasas | (Glsl) y Il (Glsll), y la UDP-Glc: glicoprotein
glucosiltransferasa (UGGT1), que es también un sensor plegable en el control de calidad
del reticulo endoplasmatico. Se ha demostrado que después de 24h del tratamiento con
hipotermia moderada, el gen Mogs (Glucosidasa |) es regulado a la baja; después de 48
h de tratamiento, hay una regulacién a la baja del gen que codifica para la UGGT1.

Otros genes relacionados con enzimas que modifican los perfiles de glicosilacion son
sobreexpresados después de 48 h de tratamiento (como Neul y Neu2, los cuales
codifican para Sialidasas 1 y 2 que participan en la remocién de residuos de acido
sialico). De manera similar, la hipotermia moderada causa la sobreexpresion de FucAl,
Futl (relacionado con la fucosilacién), asi como la represién de Futl, Galntl, Galnt7,
Galntl0y Galnt13. El gen Pmm1, el cual codifica para una enzima que participa en la
sintesis de GDP-manosa y dolicol-fosfato-manosa, esta sobre expresado en condiciones
de TDS. Los hallazgos sugieren que el tratamiento con TDS modifica el procesamiento
de proteinas pudiendo afectar directamente la produccion de rh-tPA, ya que este
contiene varios sitios de glicosilacién que pueden ser modificados debido a los cambios

en la expresion de las proteinas ya mencionadas (Bedoya, et al., 2016).

Los datos del analisis transcriptomico indican que la TDS puede causar cambios en los

patrones de glicosilacion del rh-tPA (Bedoya, et al., 2016).

Andersen, et al. en el 2000, realizé un estudio con respecto a la modificacion de la macro
heterogeneidad del rh-tPA en respuesta al tratamiento con TDS.
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En este reporte, se describe el efecto de la TDS en |la ocupacién del sitio Asn-184 del rh-
tPA producido en células CHO, para esto, las células CHO DUKX transfectadas
establemente para producir rh-tPA se inocularon ya sea en matraces agitados de 250
mL o en frascos T de 25 cm?y se incubaron a 33°C o a 37°C. Lo que se observo fue que
debido al tratamiento con TDS, hay un incremento en la ocupacion de sitio (incremento
en el rh-tPA de tipo I) tanto en el rh-tPA producido en matraces agitados a 33°C, como
en el rh-tPA producido en frascos T de 25 cm? a comparacién de las células en el cultivo
control a 37°C. Este trabajo demuestra que la N-glicosilacién/ocupacién de sitio del rh-
tPA es dependiente del estado de crecimiento del cultivo. EI cambio en la temperatura a
30°C en cultivos en batch de células CHO incrementan dramaticamente la fraccion de

células en fase Go/G1 (Andersen., et al. 2000).

El grupo de Hendrick trabajé con la linea CHO TF70R. Las células fueron expuestas a
hipotermia moderada (37°C a 32°C); primero, se cultivaron las células en frascos
agitados durante 72h, posteriormente, la mitad del volumen de estos frascos se continud
creciendo a 37°C (control) y la otra mitad se cambi6 a 32°C (cultivos bifasicos), ambas
condiciones se continuaron hasta las 168h y se tomaron muestras cada 24h.

Se determinaron los cambios en la viabilidad celular, producciéon de rh-tPA intra y
extracelular, la actividad del rh-tPA, asi como la diferencia en el patron de glicosilacion
del rh-tPA. Lo que se observé fue que las células CHO-TF70R en los cultivos bifasicos
presentaban una menor concentracion de células viables, una mayor concentracion de
rh-tPA extracelular y un incremento significativo, pero transitorio (a las 96 h de cultivo
incrementa y disminuye a las 120 h) en la cantidad de rh-tPA intracelular a comparacion
con las células CHO-TF70R control (mantenidas a 37°C durante las 168 h).

Se reporto la presencia de dos tipos de rh-tPA, el rh-tPA de cadena sencilla (sc rh-tPA)
y el rh-tPA de cadena doble (dc rh-tPA) formado mediante la escision proteolitica del sc-
rh-tPA y unido mediante un puente disulfuro, ambos tipos de rh-tPA presentan actividad
biolégica tanto en los cultivos control, como en los cultivos bifasicos, lo cual indica una

buena calidad proteica.

El patrén de glicosilacion del rh-tPA fue analizado mediante el uso de lectinas conjugadas

con digoxigenina. Se utilizé la lectina GNA (Galanthus nivalis agglutinin lectin) la cual
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reconoce especificamente estructuras con manosa, la lectina MAA (Maackia amurensis
aglutinina) que reconoce especificamente el acido N-acetilneuraminico unido a galactosa
en la posiciéon a (2-3) y la lectina SNA (Sambucus nigra agglutinin lectin) reconoce
especificamente el acido N-acetilneuraminico unido a galactosa en la posicion a. (2-6).
De manera breve, lo que fue sugerido es que el cambio de temperatura podria causar
que en las células en los cultivos bifasicos haya una disminucién en la cantidad de
manosa en el sc rh-tPA a las 24-48 h después del cambio de temperatura, mientas que
el contenido de acido sialico se mantiene “sin cambios” de acuerdo con los autores. El
efecto de la hipotermia sobre el patron de glicosilacién debe ser estudiado mediante otras
herramientas que permitan determinar las diferencias en la glicosilacion de manera mas

precisa (Hendrick, et al., 2001).

A pesar de que en el estudio de Hendrick no se observan cambios en el acido N-
acetilneuraminico, en el articulo de Bedoya se menciona que el gen que codifica para las
sialiltransferasas a 2-3 (ST3Gall) no cambia su expresion en el analisis transcriptomico,
pero los genes Neu 1y 2 (los cuales codifican para las sialidasas 1y 2 respectivamente)
estan sobre expresados, lo cual podria estar relacionado con el contenido de acido sialico
(Bedoya, et al., 2016; Hendrick, et al., 2001).

Con estos antecedentes, en este proyecto se pretende evaluar como es que la hipotermia
moderada afecta la produccion del rh-tPA, ademas se determinara el patron de
glicosilacion de este y cdmo es que se ve afectado por las modificaciones en la
temperatura (TDS) en un modelo de células CHO TF70R productoras de rh-tPA.
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3. HIPOTESIS

La hipotermia moderada afecta la micro heterogeneidad de la glicosilacién del activador
de plasminégeno tisular humano recombinante (rh-tPA) en cultivos de células CHO
TF70R.

4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo General

e Evaluar el efecto que tiene la hipotermia moderada sobre la micro heterogeneidad

de la glicosilacién del rh-tPA producido en la linea celular CHO TF70R.

4.2 Objetivos Especificos

« Determinar el efecto de la hipotermia moderada (cambio de temperatura de 37°C
a 30°C a las 48 h de cultivo) sobre los comportamientos cinéticos, productividad
especifica y volumétrica de rh-tPA, asi como los parametros de
consumo/produccion de glucosa, lactato, glutamina, glutamato y pH entre el

cultivo a 37°C (control) y el cultivo bifasico.

« Determinar el efecto de la hipotermia moderada sobre las diferencias en la
heterogeneidad de la glicosilacion del rh-tPA en el cultivo a 37°C y el cultivo
bifasico a 30°C
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5. MATERIALES Y METODOS

Linea celular y medio: Se uso la linea celular CHO TF70R que expresa la proteina
recombinante rh-tPA. Las células se cultivaron a 37°C y una atmosfera con 5% de CO2
utilizando medio quimicamente definido ActiPro HyClone™ (GE Healthcare) libre de
componentes derivados de animales y suplementado con L-Glutamina 6 mM, insulina 4
ug/Ml (Humulin, Eli Lill), metrotexato 0.4 mg/mL (Pfizer) y PowerFeedA al 10%
(Sartorius).

Cultivos Celulares: Las células se incubaron en frascos T de 75 cm? a 37°C y 5% de
CO2. Se crecieron los inoculos en frascos T de 75 cm? a 37°C y 5% de CO2y
posteriormente se inocularon los matraces Erlenmeyer de 250 mL (Corning®) 0.35x10°
células/mL con una viabilidad >90% en un volumen final de 40 mL a 80 rpm. Los cultivos
bifasicos se mantuvieron a 37°C durante 48 h y posteriormente se cambiaron a 30°C,
mientras que los cultivos control se continuaron a 37°C. Para el caso de la cinética de
crecimiento, se realizaron triplicados de ambas condiciones y se continuo la cinética
hasta que los cultivos alcanzaron una viabilidad <60%, se tomaron muestras dos veces
al dia durante toda la cinética para la cuantificaciéon de células viables y metabolitos
celulares. Para el caso de la cinética para purificacion de rh-tPA, se continuaron los
cultivos hasta las 96 h y se colocaron 13 matraces para cada condicion, las muestras se
tomaron dos veces al dia durante toda la cinética para la cuantificacion de células viables

y metabolitos celulares.

Concentracion y Viabilidad Celular: Se determiné la cantidad de células y la viabilidad

de estas mediante el conteo en camara Neubauer y azul de tripano (Strober, 2001).

Cuantificacién de metabolitos por BioProfile® FLEX2: Se determind la concentracion
de glucosa, glutamina, glutamato, lactato, amonio, Ca?* K*, Na* y pH del medio mediante
el equipo BioProfile® FLEX2 (Nova Biomedical). Las mediciones se realizaron a las
muestras tomadas en cada condicion por triplicado. Todos los metabolitos son
cuantificados mediante el uso de biosensores (electrodos amperométricos que tienen
enzimas movilizadas en sus membranas, en presencia de oxigeno y el sustrato a medir,
estas membranas producen H20:2 el cual se oxida en un anodo de platino mantenido a
un potencial constante; el flujo resultante de electrones y el cambio de corriente es
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proporcional a la concentracion de muestra), el pH es cuantificado mediante electrodos

potenciométricos.

Medicidn del oxigeno disuelto (DO): Las mediciones de oxigeno disuelto en los cultivos
de células CHO fueron monitoreados en linea usando el lector 6ptico Fibox 3 con el
sensor PSt3 y el software OxyView PST3v602 (PreSens, Regensburg, Germany). El
parche del sensor Optico fue adherido al fondo de cada matraz, que se colocd sobre una
base especificamente disefiada para que el dispositivo que transmite la sefial y el sensor
se sobrepusieran a menos de 2 mm de distancia en la agitadora. El contacto del sensor
optico y la fase liquida depende de la posicion del parche dentro del matraz, por lo que
los parches se colocaron al fondo del matraz alejados del centro del matraz a una
distancia de 19 mm (matraz de 250 mL). Se tuvo cuidado de que el sensor mantuviera
contacto con el liquido durante las mediciones, las cuales se realizaron por duplicado
para cada condicién. El sensor éptico se calibré para leer 0% de saturacion con aire con
una solucion de Na2S03 (0.3M) y CoCl2 (s5x107 M); y el 100% con agua aireada y
saturada en el sistema de agitacién correspondiente (segun el protocolo de PreSens,
Regensburg, Germany) (Reynoso., 2016; Garcia-Ochoa., & Gomez., 2009; Hansen, et
al., 2011).

Cuantificacién del rh-tPA: Se determind la concentracion y se calculé la productividad
del rh-tPA en el sobrenadante mediante la técnica de ELISA, usando anticuerpo
monoclonal de raton anti-tPA humano (Genetex GTX79604) y anticuerpo secundario
anti-lgG de raton acoplado a peroxidasa (HRP). La reaccion se reveld con el reactivo
OPC (o-phenylenediamine dihydrochloride) y se midid6 a 450 nm en un lector de

microplacas (Thermo Scientific).

Calculos: La velocidad especifica de crecimiento (u) se calculd de la pendiente obtenida
al graficar el Ln de la concentracién de células viables contra el tiempo en horas durante
la fase exponencial del cultivo (en el caso de las células en el cultivo bifasico, este

parametro se obtuvo en la fase exponecial después del cambio de temperatura).

Por otra parte, para el caso del calulo de productividad/consumos especificos se uso el

método de CHvol (abajo se describe el motivo por el cual se uso este método).
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La productividad especifica (qP) ha sido calculada por diversos autores al menos en tres
formas diferentes (Dutton et al., 1998) haciendo dificil la comparacion de los valores de

gP entre diferentes trabajos.

La primera forma de calcular la qP es a partir de la concentraciéon maxima de producto
por hora de cultivo y normalizar con respecto a la concentracidon media de células. Este
calculo se basa en la suposicién de que todas las células se encuentran en un estado
fisiolégico idéntico en todo el cultivo por lotes (es decir, una poblacion celular
homogénea, invariante en el tiempo), aunque esto es biolégicamente irrazonable; las
células en crecimiento son obviamente fisiolégicamente distintas de las células que estan
muriendo lo que sugiere que cambia a medida que cambia la composicidn fisiolégica de

la poblacion celular (Bushell et al., 1993 y Dutton et al., 1998).
Pmax

PL=Zap )

La segunda forma de calcular la productividad especifica en cultivos en lote es mediante
la divisibn de la concentracion de proteina recombinante producida entre la
concentracion de células viables (como lo describe Hayter et al., 1992). Esta forma de
calcular suele indicar que la productividad aumenta durante la fase de declive cuando el
el numero de células viables es muy bajo y esta disminuyendo, sin embargo, no existe
una justificacion biolégica para esta tasa de produccion aparentemente muy alta a partir
de tan pocas células que se encuentran en estado de muerte. Mas bien, este fendmeno
aparente es un artefacto que surge de comparar la produccion acumulada de proteina
recombinante con la medicion instantanea de la capacidad biolégica de produccion (es

decir, el numero de células).

f p... — P. _
qPII:(Z < (J+l ]) >)*ﬁ qP = (P1 PO)*H
i=i (ij+1 _Xv) n (X1-X0)

Una tercera forma de calcular la gP es mediante el uso del Indice de Viabilidad (VI por
sus siglas en inglés, propuesta por Luan et al., 1987), el cual esta definido como: “El
numero de células viables en cada recuento integrado durante la duracién del

experimento”. Sus datos ilustraron "una muy buena correlacion directa entre el indice de
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viabilidad y la concentracion acumulativa de proteina recombinante durante todo el curso

de un cultivo de hibridoma por lote".

Concentracion de proteina (o metabolito)
Vi

qPi =
VI = Integral de células viables

Dado que la sintesis y secrecion de proteinas es una propiedad espaciotemporal de las
células vivas, la expresion de la produccion como la integral de las células viables (es
decir, el periodo acumulativo de tiempo que las células vivas han estado presentes en el
cultivo en lote) por unidad de volumen es un enfoque util. Sin embargo, el indice de
viabilidad es un término vago, y Dutton et al., 1998 propuso reemplazar este por el

término “cumulative volumetric cellhours” o CHvol.

CHuvol esta definido como el numero acumulado de horas pasadas en el medio por todas
las células viables. Con respecto a la productividad, CHvol representa la vida util
acumulativa productiva de las células en el medio (biorreactor). Es fundamental
reconocer que una célula tiene el potencial de producir tanta proteina recombinante en
diez horas como diez células pueden producir en una hora. En ambos casos, el numero
total de horas de produccion es idéntico. El uso del parametro CHvol permite evaluar la

productividad y la capacidad biolégica de produccion sobre la misma base (acumulativa).

En este trabajo los parametros de la productividad especifican y consumo/produccién
especifico de glucosa, lactato, glutamina, amonio y glutamato (segun corresponda) se
evaluaron sobre la misma base (acumulativa, como describe Dutton et al., 1998 y 1999
y De Alwis, et al., 2007). Las CHvol es una medida del tiempo acumulado que pasan en
el cultivo todas las células viables. Este parametro es la transformacion de la densidad
celular viable en la capacidad bioldégica acumulada de produccion (una célula tiene el
potencial de producir tanta proteina en diez horas como diez células pueden producir en
una hora) y es calculada de la siguiente manera:

(N (Kvjri = Xv)) >* _
CHW[_<Zi=i<ln(xvj+1/xvj)> (e = 17)
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La productividad especifica de proteina qPr-tra (0 consumo/produccion de metabolitos),
se calculé como la pendiente al hacer la regresion lineal de la grafica de la concentracion
acumulativa de rh-tPA (o metabolitos) contra las horas celulares volumétricas

acumuladas (CHvol) durante la fase de produccion o consumo:

Concentracion de proteina (o metabolito)
qPrn-tpa = CH
vol

Donde:

gP= Productividad/consumo especifico segun corresponda
tj+1= Tiempo n

ti=Tiempo inicial

Xvj+i= Concentracion de células viables al tiempo n

Xvj= Concentracion de células viables al tiempo inicial

Extraccion de Proteinas: Las muestras colectadas a las 96 h de cultivo se centrifugaron
a 1000 rpm por 5 min y se separo el sobrenadante del concentrado celular (pellet). A
ambas muestras se les adicion6 inhibidor de proteasas (Complete® Sigma Aldrich) y se
guardaron a -80°C (Clokie., 2018).

Las muestras se cuantificaron mediante Nanodrop (A280 1 Abs= 1 mg/mL) y mediante
el método de Bradford en placas de 96 pozos en un lector de microplacas a 600 nm. Las

muestras fueron guardadas a -80°C hasta su analisis (Simon., & Hofmann, 2018).

Identificacidén del rh-tPA en geles de electroforesis SDS-PAGE Western Blot: Se
identifico el rh-tPA obtenido del sobrenadante mediante geles desnaturalizantes SDS-
PAGE al 12% tenidos con azul de Coomassie. Para la deteccién por Western Blot, se
usaron membranas de PVDF y anticuerpo monoclonal de ratén anti-tPA humano
(Genetex GTX79604) dilucién 1:2000 por 1h a temperatura ambiente y anticuerpo
secundario anti-lgG de ratéon acoplado a peroxidasa (HRP) dilucion 1:2000 por 2h a
temperatura ambiente. Se revelaron las membranas mediante quimioluminiscencia
(Rapley., 2018).
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Purificacion rh-tPA: Se utilizé cromatografia de afinidad Lysine Hyper D (Pall), ya que
la lisina se une a la regidn Kringle 2 del rh-tPA. Las muestras en los sobrenadantes fueron
descongeladas en un bafio de agua a 37°C, filtradas a través de una membrana de 0.22
um y cargadas en una columna empacada de Lysine Hyper D usando un FPLC (Bio-
Rad) pre-equilibrada con un buffer con 50 mM de fosfato de sodio y 0.01% de polisorbato
80 a pH 7.5. Después de cargar la muestra, los contaminantes fueron removidos con 3
lavados: el primero con el buffer de equilibrio (50 mM de fosfato de sodio y 0.01% de
polisorbato 80 a pH 7.5), el segundo con un buffer con 40 mM Tris, 800 mM NaCl, 10
mM de arginina y 0.08% de polisorbato 80 a pH 8.0 y finalmente con un lavado con el
buffer de equilibrio. El rh-tPA fue eluido con un buffer de 500 mM de L-arginina y
guardado a -80 °C. La pureza e identidad del rh-tPA de las muestras fueron analizadas
mediante de electroforesis SDS-PAGE, western blot y HPLC.

Para este ultimo, la muestra purificada obtenida del cultivo en matraces Erlenmeyer de
250 mL 37°C y de los cultivos bifasicos a 30°C por 96 h se compararon con el rh-tPA

estandar (rh-tPA comercial Acetilyse de Boehringer Ingelhaim).

Primeramente, todas las muestras se filtraron por 0.22 um y se inyectaron directamente
en el equipo de HPLC Shimadzu, con una columna VARIAN Pursuit 5 C18, 150x 4.6 mm,

con un flujo 0.8 mL/min, a 50°C, la fase mévil: solvente A (0.1% TFA en H20) y solvente

B (0.1% TFA en acetonitrilo) y elucion de 0-60% del solvente B. La deteccion se realizo
a 226y 280 nm (Xu., & Cacia., 2000; Gillmeister., et al. 2009).

Tiempo %Concentracion de Solvente B

(min) (0.1% TFA en acetonitrilo)

5-65 0-60%

Analisis de la expresion génica por RT-gPCR: Se tomaron muestras por triplicado a
las 48 h cultivo (37°C, cultivo control) y a las 96 h de cultivo (48 ha 37°C y 48 h a 30°C,
cultivos bifasicos). De estas muestras se realiz la extraccion de RNA total usando el kit
RNAeasy Mini Kit (quiagen, Hilden, Germany) de acuerdo con el protocolo del fabricante.
La concentracion de RNA se determind por espectrofotometria midiendo la absorbancia
a 260/280 en un NanoDrop y la integridad y pureza del RNA se determiné con la relaciéon
260/280 y corriendo 2 uL integridad mediante geles de agarosa al 2% (preparado con

agua libre de RNAsas, buffer TBE 1x y 1 mg/mL de bromuro de etidio) a 80V por 30 min.
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El DNA complementario (cDNA) fue sintetizado usando el kit RevertAid First Strand
cDNA Synthesis Kit con oligo dT (Thermo Scientific, USA) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante y el siguiente protocolo de PCR: 25°C 1 min, 42°C 60 min,
70°C 5 min (Rapley., 2018).

El cDNA se cuantificé por absorbancia a 260/280 y se realizaron diluciones con agua
libre de nucleasas para tener una concentracion de reaccién de cDNA de 50 ng/uL
(concentracion comprobada por nanodrop midiendo absorbancia 260/280 nm ssDNA).
Se hicieron reacciones de 12 uL con 100 ng/uL de cDNA, SYBR Green Master Mix, y
420 nM de oligonucleotido sentido y antisentido QuantiNova® SYBR® Green RT-PCR
Kit. Las condiciones de amplificacion se realizaron en un termociclador Thermo
Scientetific™ PikoReal™ y consistieron en un paso inicial de 2 min a 95°C,
posteriormente 40 ciclos de 95°C 15s y 64°C 1 min (la temperatura de alineamiento se
establecio a 64°C pues se observo que las temperaturas de fusion Tm de todos los oligos
oscilaban entre los 64 y los 70°C, ademas de que la presencia y eficiencia de
amplificacion de los mismos fueron previamente demostradas por Hidalgo., 2010 (Anexo
1), 60°C por 30s.

La especificidad de las reacciones de amplificacién fue confirmada en linea analizando
la curva de disociacién. Los datos fueron analizados en el software PikoReal 2.1™
(Thermo Fischer Scientific, Waltham MA, USA) usando el método de 2 AACq y

normalizando con respecto al gen control GAPDH (housekeeping).

Todas las muestras fueron analizadas por triplicado y se incluyeron controles negativos.
Previamente, fue reportado por Brown., 2018 que para la linea CHO TF70R en
condiciones de hipotermia, GAPDH es uno de los mejores genes de referencia, ademas
de que en este trabajo se evalud que la expresion de este gen no cambiara en ambas
condiciones de temperatura.
r = Z—AACq
AACq esta dado por:
AACq = ACq,cp — ACq, cc
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cp es la condicion problema (cultivos bifasicos) y cc en la condicion de temperatura
control a 37°C
A su vez, dichas diferencias (ACq) estan dadas por:
ACq,x = Cq,i— Cq, hx
Doénde:
Caq.i es el ciclo umbral para la amplificacién de cada gen problema
Ca.hk es el ciclo umbral para la amplificacion del gen de referencia

ACqx es la diferencia de Cq para x condicion (problema o control)

Analisis del Patron de Glicosilacion del rh-tPA: El rh-tPA purificado de cada condicién
(100 ng) fue desnaturalizado con 2% de SDS y 1M de 2-B-mercaptoetanol y los N-
glicanos fueron liberados por una digestion con 1U PNGasa F (Chryseobacterium
meningosepticum) por 18h a 37°C.

Los glicanos fueron marcados con 2-aminobenzamida con el kit signal 2AB y separados
mediante HPLC con una columna GlycoSep N utilizando un gradiente de acetonitrilo a
25 0 250 nM de formato de amonio, pH 4.4 como es descrito por Guile et al., (1996). Los
glicanos fueron detectados con un detector de fluorescencia. Un homopolimero estandar
de glucosa fue utilizado para asignar las unidades de glucosa a los tiempos de elucion
mediante datos procedentes de un cromatograma estandar a una ecuacién polinomial

como es descrito por Guile et al., 1997).

Los cromatogramas fueron integrados utilizando el software Milenium 32. La cantidad de
glicanos fue reportada como el total de cantidad detectada. Las estructuras fueron
propuestas para cada pico basadas en su migracion en unidades de glucosa y su

susceptibilidad a digestiones individuales con exoglicosidasas.

Los glicanos obtenidos de 3 ug de proteina purificada fueron digeridos por 18 h a 37°C.
Las exoglicosidasas utilizadas fueron o-manosidasa, (-galactosidasa, f-N-

acetylhexosaminidasa, a-fucosidasa, y sialidasa I.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

La hipotermia moderada afecta el crecimiento celular, la viabilidad, el
consumo/produccion de metabolitos, el consumo de oxigeno y la produccién de
rh-tPA en las Células CHO TF70R

Efecto de la TDS sobre el crecimiento y viabilidad celular

Se cultivé la linea celular CHO TF70R que expresa la proteina recombinante rh-tPA en
matraces Erlenmeyer de 250 mL. Primero, se prepard el inoculo, para lo cual, se
descongelé la linea celular CHOTF70R y se coloco en frascos T de 25 cm? a 37°C, 5%
de COzcon un volumen final de 10 mL de medio ActiPro HyClone (libre de componentes
derivados de animales y suplementado con L-Glutamina 6 mM, insulina 4 ug/mL,

metrotexato 0.4 mg/ml y PowerFeedA al 10%).

Al alcanzar una densidad celular de aproximadamente 3x10° cel/mL, se pasaron las
células a frascos T de 75 cm?, 37°C, 5% de CO2 y se agregd 30 mL de medio ActiPro
HyClone (libre de componentes derivados de animales y suplementado con L-Glutamina
6 mM, insulina 4 pg/mL, metrotexato 0.4 mg/ml y powerFeedA al 10%) a una

concentracion celular final de 0.35x10° cel/mL.

Las células se dejaron crecer en dichos frascos T de 75 cm? hasta alcanzar la
concentracion celular requerida para inocular los matraces Erlenmeyer de 250 mL con
una concentracion inicial de 0.35x108 células/mL (viabilidad >90%) en un volumen final
de 40 mL de medio. Los cultivos en los matraces Erlenmeyer fueron crecidos por
triplicado a 37°C, 5% CO2 con una agitacién de 80 rpm. Las células control a 37°C se
mantuvieron en las mismas condiciones y se continud el cultivo hasta que alcanzaron
una viabilidad menor al 60%. Las células de los cultivos bifasicos se dejaron crecer
durante 48 h a 37°C y posteriormente se les cambio la temperatura a 30°C y se continué
el cultivo hasta que alcanzaron una viabilidad menor al 60%. Las muestras se tomaron
cada 12 h durante todo el tiempo de cultivo y se realizaron triplicados de los cultivos para

cada condicion de temperatura.

Para obtener la muestra necesaria para la posterior purificacion de rh-tPA, las células se

cultivaron de la misma manera descrita, pero se inocularon 13 matraces por condicion
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de temperatura para obtener un volumen final de 520 mL; los cultivos se colectaron a las

96 h para ambas condiciones de temperatura (control y TDS).

Los resultados obtenidos mostraron que para las células cultivadas a 37°C (control), la
concentracion celular maxima alcanzada al dia de cultivo 7 (166 h) fue de
13.18+0.44x108 células/mL con viabilidad por arriba del 90% durante este tiempo. La p

(calculada durante la fase exponencial) fue de 0.030+£0.001 h-" (Figura 9A y Tabla 13).

Para el caso del cultivo bifasico (TDS), la concentracion celular maxima viable alcanzada
al dia de cultivo 12 (287h) fue de 2.82+0.06x10° células/mL y la viabilidad celular se
mantuvo por arriba del 95% durante 14 dias de cultivo (334 h, el doble de tiempo que las
células control). La u calculada (durante la fase exponencial después del cambio de
temperatura) fue de 0.005+0.001 h-' (Figura 9B y Tabla 13).

Tabla 13. Parametros obtenidos de la cinética de las células cultivadas en matraces Erlenmeyer de 250

mL (Corning®) con 40 mL de medio ActiPro suplementado, a 37°C (control) y el cultivo bifasico (37°C a
30°C).

Parametros Control 37°C Bifasico (37-30°C)
Concentracién Max Células Viables 13.1810.44 2.82+0.06
(108 células/mL)
Viabilidad (%) 97.45+1.06 97.0+0.98
u (h-1) 0.030+0.001 0.005+0.001

* después del cambio de temperatura.
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Figura 9. Efecto de la hipotermia moderada sobre la concentracion y viabiliad celular. En esta Figura se
pueden observar las graficas de: A) Concentracién celular en millones de células por mL, B) la viabilidad
celular de las células CHO TF70R cultivadas en matraces Erlenmeyer de 250 mL en condiciones control
a 37°C (circulos rojos, circulos negros) y los cultivos bajo hipotermia moderada (bifasico, cambio de
temperatura a las 48h de cultivo) a 30°C (cuadros azules, cuadros negros) por triplicado. Bajo condiciones
de hipotermia moderada, los cultivos bifasicos muestran una disminucion en el cremiento celular y el

mantenimiento de la viabilidad celular (> 90%) por un mayor tiempo. CT: Cambio de temperatura d: dias

En la tabla 14, se muestra la concentracién celular maxima, la viabilidad, p y
productividad alcanzada por diferentes autores que cultivaron la linea celular CHOTF70R

productora de rh-tPA en condiciones de hipotermia moderada.

La concentracion celular maxima de células alcanzada en este trabajo fue de 3.5 a 8.7
veces mayor (para el caso de los cultivos control) y la viabilidad se mantuvo por arriba
del 90% por hasta el doble del tiempo (para ambas condiciones de cultivo) que los
valores reportados previamente (Hendrick., et al., 2001, Vergara., et al., 2012 y 2014,
Avello., et al., 2017, Barrén et al., 2019 y Bedoya, et al., 2016) y esto se puede atribuir al
medio de cultivo usado y a la adicién de suplementos (PowerFeedA). Por ejemplo, para
el caso de la linea celular CHO DP-12 productora de un anticuerpo anti IL-8 cultivada en
lote con el medio de cultivo CHOMACS se reportd la concentracion de 12-13.6x10°

células/mL alcanzada a los 8 dias de cultivo en frascos agitados de 250 mL
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(Wippermann., et al., 2017) y de acuerdo con los autores, esto se debié al medio de

cultivo usado.

Pérez-Rodriguez., et al., (2020) reportd los efectos de la adiciéon del suplemento
PowerFeedA sobre la cinética de crecimiento, la productividad y el metabolismo celular
de dos lineas celulares CHO productoras de un anticuerpo monoclonal en un cultivo
discontinuo. Se reporté que los cultivos suplementados aumentaron la concentracion
celular maxima en un 69% vy la longevidad celular mas alla de las 36 h, manteniendo la
viabilidad por encima del 90%. La concentracion de anticuerpo (Mab) producido aumento
hasta 2,5 veces y se redujo 10 veces la acumulacion de lactato. Los autores concluyen
que la suplementacion del medio de cultivo de produccion podria favorecer las vias
anapleréticas de TCA y superar las limitaciones de lipidos, lo que resulta en efectos

favorables observados durante la produccion de MAb.

En el mismo sentido, en este trabajo, el suplemento PowerFeedA fue utilizado y la mejora
en el crecimiento y viabilidad de los cultivos a comparacion de reportes previos (Tabla

14) se puede atribuir al uso de este.

Tabla 14. Tabla comparativa de valores de concentracion celular maxima, viabilidad, p,
productividad volumétrica y especifica reportados y obtenidos en este trabajo para la

linea celular CHO TF70R productora de rh-tPA en cultivos tipo lote (batch).

Con Celular | Viabilida

Linea Celular Modo de o Max d Fa s
rh-tPA Cultivo/Medio | 16MP(°C) (1046 Celular u (h-1) Rloduceion V‘:',‘:_':;i‘"“ (mgiL)l | peterencia
cellmL)/ dia | (%)dia a
Lotel- 37 15/5 - - 7 ng/mL/- Hendrick.,
CHO TF70R Sl T etal.
G T 32 1/5 - - 14 pglmli- 2001
37 - >85% /7 0.012 -/36.2 ng/10%*h
Guc 34 - >85%/8 0.0094 -/47.8 ng/10%6*h
3 . >85%/13 0.0078 -/56.1 ng/10%6*h
CHO TF70R Lote/BIOPRO1 Vel;g;[r;.,zet
37 - >85% /7 0.0090 -/34.4ng/10%"h &l
Gal 34 . >85% /7 0.0089 -/42.4 ng/10%*h
31 . >85%/ 11 0.0024 -[14.5ng/10%6*h
CHO TFTOR Lote/HyClone 37 151 >95%/ 1 5 ~40 ng/mL/~22 ng/10*6*h Vergara, et
SFM4CHO 33 1.1/1 >85%/ 1 5 ~25 ng/mL/ ~29 ng/10°6*h al.2015
- 37 2.7+0.15/4 >85%/ 4 0.021+0.02 4,60+ 1.20 mg/L/ 0.53+ 0.02 pg/celd
CHO TE70R L(o:te/(ijl? ?_pnz::ho Be;:it;}aa.iéet
ambio Ta 30 267+0.10/18  >75%/10 0.005+0.001 11.15£0.40 mg/L / 0.82+ 0.03 pglcel*d al.
CHO TETOR Lote/HyClone a7 36/ 6 >95%/ 6 0.025:+0.001 70 ngimL/1.70+0.06 ng/10°6*h Avello, et al.
SFM4CHO 33 25/6 >95%/ 6 0.019+0.0009 110 ng/mL/2.14+ 0.04 ng/10°6*h 2017
a7 1.81/ >90%/6 0.0154 4.17 mg/L | 2.49 pglcel*d .
cHoTrron  iceconicHo S
ambio Ta 30 1477 >80%/9 0.0085 11.4 mg/L / 1.44 pglcel*d al.
CHO TETOR Lﬁ‘féﬁi":? 37 13.18£0.55(7  >90%/7 0.031£0.001 861£0.32mg/L/0.69£0.02pgkcel'd g precente
(ME) 10%PowerFeedA 30 2.85:0.12(12  >95%/14 0.014£0.002 8.49£0.49 mg/L / 0.99+0.01 pglcelrd ~ documento
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Con respecto a los valores de la p calculados, estos son muy similares a los reportados
para la linea celular CHO TF70R por Avello et al, tanto para los cultivos control a 37°C,
como para los cultivos bifasicos a 30°C en los matraces Erlenmeyer de 250 mL. Por otra
parte, si comparamos la u obtenida en el caso de los cultivos control, con la u obtenida
en los cultivos bifasicos, se puede observar una disminucion del valor de p cuando la
temperatura disminuye. Este comportamiento ya ha sido reportado para la linea celular
CHO TF70R como se puede observar en la tabla 14 (Hendrick., et al., 2001, Vergara., et
al., 2012y 2014, Avello., et al., 2017, Barron et al., 2019 y Bedoya, et al., 2016).

Por otra parte, cuando comparamos la concentracion celular maxima alcanzada vy la
viabilidad entre el cultivo control y el cultivo bifasico, se puede notar que, en el caso del
primer parametro, este es aproximadamente 4.6 veces menor, mientras que la viabilidad
celular se mantiene el doble de tiempo en un porcentaje mayor al 95% para el caso del
cultivo bifasico (Figura 9). Esto corresponde al comportamiento ampliamente reportado
en la literatura para diferentes lineas celulares CHO (Ver tabla 6) y para la linea celular
CHOTF70R productora de rh-tPA (Tabla 14 Hendrick., et al., 2001, Vergara., et al., 2012
y 2014, Avello., et al., 2017, Barrén et al., 2019 y Bedoya, et al., 2016).

Los mecanismos a los cuales se ha asociado este comportamiento son principalmente
el arresto del ciclo celular (Fussenegger., 2001; Bollati-Fogolin., et al., 2005; Kaufman.,
1999; Yoon., et al., 2004; Fox., et al., 2005; Masterton, et al., 2014) y retraso en la
apoptosis (Slikker., et al. 2001; Baik., et al. 2006; Yee., et al., 2009; Masterton, et al.,

2014) como se describio en las Tablas 7 y 8.

En esta seccion, de manera breve se puede concluir que la hipotermia moderada
disminuye la concentracion celular maxima alcanzada en el cultivo y mantiene la
viabilidad de estos por arriba del 90% un tiempo mayor a comparacion de los cultivos

crecidos a una temperatura de 37°C.
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Efecto de la Hipotermia Moderada en el consumo/produccién de metabolitos y
consumo de oxigeno en células CHO TF70R productoras de rh-tPA

Se realiz6 la medicion de glucosa (Gluc), lactato (Lac), glutmina (GlIn), glutamato (Glu),
amonio (NH4") y pH mediante el uso del equipo Bioprofile FLEX 2 (Nova Biomedical, ver

materiales y métodos).

En la Figura 10 y tabla 15 se puede observar los efectos reportados para las células
sometidas a hipotermia moderada, como lo es: disminucion en el consumo de glucosa
(Gluc) y disminucion en la produccion de metabolitos toxicos como el amonio (NH4*) y
lactato (Lac) (Bedoya, et al., 2016; Vergara, et al., 2012, 2014; Barréon, 2009). También,
se ha reportado que la produccidon y consumo de metabolitos puede afectar la
glicosilacion de las proteinas recombinantes producidas por células CHO (Butler., 2006;
Altamirano., et al. 2012; Altamirano, et al., 2001; Duarte., et al., 2014., Ha., & Lee., 2015;
Barrén., 2009; Lie., et al., 2019; Chen, et al, 2006), por lo que en este trabajo no se
espera que las concentraciones de Gluc, Lac, GIn, Glu y NH4* (como se discute mas
adelante) afecten el rh—tPA producido en ambas condiciones de cultivo atribuyendo las
posibles variaciones en la microheterogeneidad del rh-tPA Uunicamente al cambio de la

temperatura.
Glucosa

Los cultivos en ambas condiciones de temperatura comenzaron con una concentracion
aproximada de 6 g/L de glucosa. En los cultivos a 37°C, la glucosa fue consumida casi
completamente al dia 8 de cultivo (remanente de 0.031£0.01 g/L). En los cultivos bifasicos
se consume la glucosa hasta llegar a una concentracion de 0.3£0.1 g/L al dia 18 de
cultivo. El consumo especifico de glucosa (qguc) fue de 181.5+2.85 nmol/106cel*h para
los cultivos a 37°C y 165.4+2.31 nmol/108cel*h para los cultivos en TDS. Los datos
obtenidos concuerdan con lo publicado por Bedoya, et al., 2016, es decir, los cultivos

bifasicos exhibieron menor qguc que los cultivos a 37°C (Tabla 15).

También es importante mencionar que la caida abrupta en el crecimiento celular, como

la observada al dia 7 de cultivo a 37°C, no puede atribuirse a los niveles de lactato o
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amonio, ni a la deplecién de cualquier aminoacido esencial, sino mas bien se debe al

agotamiento de la glucosa (Altamirano, et al, 2006).

Esta reportado que la deplecidn de glucosa podria resultar en un estado de agotamiento
0 escasez de precursores de glicanos intracelulares derivados de la glucosa. De hecho,
niveles por debajo de 0.7 mM de glucosa resultan en la disminucion de la siliacion y un
incremento en los glicanos de tipo alta manosa e hibridos, asi como la disminucion en la
ocupacion de sitio de N-glicanos (Butler., 2006). En este caso, a las 96 h de cultivo,
donde se recolectaron las muestras para analisis de glicosilacion, en ninguna de las dos

condiciones de temperatura se observo la deplecion de glucosa.
Lactato

Para el caso de lactato, la concentracion de lactato maxima alcanzada en los cultivos
bifasicos fue de 16.10+ 0.22 mMy de 19.76+0.00 mM en las células en los cultivos control
a 37°C. Es 1.28 veces menor la velocidad de produccion de lactato por las células en los
cultivos bifasicos (qiac 67.65+2.06 nmol/10° cell*h) que producido por las células en los
cultivos control a 37°C (qiac 164.71+5.15 nmol/108 cell*h).

El lactato se acumula en ambas condiciones de cultivo, pero en el caso de las células en
los cultivos bifasicos, este metabolito se produce en menor cantidad que el producido
por las células en los cultivos control (aproximadamente 21.89% menos). En los cultivos
bifasicos, el consumo de lactato se observa a partir del dia 8 de cultivo, mientras que
para el caso de los cultivos control a 37°C, el consumo de lactato ocurre a partir del dia

de cultivo 6, lo cual coincide con el agotamiento de la glucosa.

Este efecto ya ha sido previamente reportado por Altamirano et al, 2006, el consumo de
lactato se ha relacionado con el mantenimiento del metabolismo de la célula en ausencia
de glucosa. De acuerdo con el estudio realizado por Altamirano, la reaccién reversible
de la lactato deshidrogenasa produciria piruvato que a su vez se incorporaria al ciclo del
TCA para metabolismo oxidativo, dando asi energia a la célula con el subsecuente
consumo de oxigeno o como otra alternativa, también se podria usar una via de

descarboxilacion no oxidativa de piruvato (usando acetaldehido activado producido a
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partir de piruvato y generando acetoina como producto de degradacion, teoria que

requiere la medicion experimental de acetoina).

En ambas condiciones de cultivo, la concentracion de lactato maxima alcanzada mostro
valores menores a 20 mM. Una concentracion de entre 20 y 40 mM (3.6 g/L) ha mostrado
tener un efecto inhibitorio del crecimiento celular y la disminucién de la produccion de
proteinas recombinantes, lo cual se debe a que la acumulacion de lactato en el medio
disminuye el pH y cambia la osmolaridad, reduciendo asi el crecimiento celular debido a
la acidificacion (Altamirano, et al. 2012; Pereira, et al. 2018). En este caso, la
concentracion de lactato se mantuvo por debajo de 20 mM y el pH del medio no se
acidificd en los cultivos control a 37°C ni en los cultivos bifasicos a 30°C, por lo que el
efecto dafiino del lactato puede ser descartado. Por otra parte, en la literatura no se

sugiere que la concentracién de lactato pueda afectar la glicosilacion.
Glutamina

La glutamina no solo es una fuente de nitrégeno, precursora de pirimidinas, purinas,
NAD*, sino también es un metabolito anaplerético que alimenta la biosintesis y la
generacion de energia. La glutamina es un aminoacido muy labil, por lo que en cultivo
su descenso se debe tanto al consumo por las células como por su descomposicion. A
su vez, el glutamato es utilizado en la sintesis de prolina y ornitina (Duarte., et al., 2014.,
Ha., & Lee., 2015; Barron., 2009).

La glutamina se consume a una mayor velocidad en los cultivos a 37°C a comparacion
con los cultivos bifasicos a 30°C, llegando a terminarse al dia 6 de cultivo para los cultivos
control. Para el caso de los cultivos bifasicos, esta no se consume totalmente durante
los 18 dias de cultivo, a partir del dia 6, se puede observar un consumo “constante” (ver
Figura 15). La velocidad especifica de consumo de glutamina (qgn) para el cultivo a 37°C
fue de 73.30+0.54 nmol/10° cel*h mientras que para el cultivo bifasico fue de 69.0+0.85

nmol/108 cell*h (1.06 veces menor que la del cultivo a 37°C)

En cuanto al consumo de glutamina, a diferencia de lo reportado previamente por
Bedoya, et al.,, 2016 donde no se encontraron diferencias en el consumo de este

aminoacido en ambas condiciones de cultivo, en este trabajo se encontrd que las células

56| Page



en los cultivos bifasicos consumen menos glutamina que las células en los cultivos a
37°C. La glutamina es la principal fuente de nitrégeno de las células para la sintesis de
aminoacidos y se relaciona con la produccion de proteinas recombinantes (Altamirano,
et al.,, 2001; Duarte., et al., 2014., Ha., & Lee., 2015; Barrdn., 2009), y en este caso,
debido a que las células que tienen una mayor produccion especifica de rh-tPA son las
células en los cultivos bifasicos, se esperaria que fueran estas las que presentaran un
mayor consumo de glutamina, pero esto no fue asi, por lo que el aumento de la proteina
recombinante puede deberse al consumo mas eficiente de glucosa (Duarte., et al., 2014.,
Ha., & Lee., 2015) o a la utilizacion de otros aminoacidos contenidos en el suplemento

como fuente de nitrégeno para la produccién de proteina recombinante.

Amonio y Glutamato

La glucdlisis y la glutamindlisis son los principales mecanismos de produccion de ATP,
lo que significa que la glucosa y la glutamina son nutrientes cruciales. El metabolismo de
la glutamina genera amonio y glutamato mediante la glutaminolisis, una molécula de
glutamina se convierte a glutamato mediante la accién de la glutaminasa generando una
molécula de amonio, posteriormente, por accion de la glutamato deshidrogenasa se
genera a-cetoglutarato y otra molécula de amonio a partir del glutamato (Ha., & Lee.,
2015).

La velocidad de produccion de amonio fue 1.43 veces menor para el caso de los cultivos
bifasicos a comparacion de los cultivos control. Ambas condiciones de cultivo presentan
una concentracion inicial de 2 mM de NH4" (0.04 g/L), y esta concentracion se va
incrementando conforme transcurre el tiempo de cultivo. Para el caso del cultivo control,
la concentracion de amonio aumenta hasta llegar a una concentracion maxima de
5.840.06 mM (0.106%0.001 g/L) y al dia 6 se observa la disminucién en la concentracion
(consumo de amonio). Para el caso de los cultivos bifasicos, la concentracién maxima
de amonio alcanzada fue de 6.4+0.14 mM (0.116 +0.002 g/L) al dia 8 de cultivo,
posteriormente se observa la disminucion en la concentracion de amonio producido
(consumo de amonio), hasta el dia 14 de cultivo, donde nuevamente se reanuda la
produccion de amonio, lo cual coincide con un aumento en la concentracion de glutamato

y un cese en el consumo de oxigeno.
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Como se puede observar en los resultados de la Figura 10, la concentracion de glutamato
se mantiene constante para ambas condiciones de cultivo independientemente de la
temperatura, en el caso de este metabolito, no se encontraron diferencias significativas
entre ambas condiciones de temperatura. Al final de ambos cultivos se puede observar
un aumento en la concentracion de glutamato, lo cual puede deberse al metabolismo de

la glutamina (Pereira, et al. 2018).

El amonio se puede utilizar como una fuente de nitrégeno alternativa a la glutamina (o
en un entorno con deficiencia de glutamina) para apoyar la proliferacion celular. Este
efecto puede explicarse debido al efecto de la glutamina sintetasa y su habilidad para

reducir la acumulacién de amonio (Lie., et al., 2019; McAtee., et al. 2014). La linea

celular CHO TF70R cuenta con la actividad de esta enzima (Altamirano., et al., 2000) vy,
por consiguiente, tiene la capacidad de consumir glutamato y amonio para generar
glutamina, lo cual puede explicar el aumento de glutamina observado a partir del dia 16

para los cultivos bifasicos y en el dia 6 para las células en los cultivos control (Figura 10).

Por otro lado, se ha reportado previamente que el amonio afecta el crecimiento celular y
la productividad de la proteina recombinante. Altas concentraciones de amonio de hasta
20 mM (dependiendo de la linea celular) (Ha., & Lee., 2015) pueden inhibir la accion de
galactosiltransferasas y sialiltransferasas y, por lo tanto, interferir con la siliacion terminal
(Chen, et al, 2006; Altamirano., et al. 2012; McAtee., et al. 2014).

De acuerdo con Borys., et al. 1994, el efecto de amonio en la glicosilacion es altamente
dependiente del pH extracelular. Los autores han hipotetizado que las especies no
protonadas de amonio (NHs3) son las responsables de los efectos inhibitorios observados.
Mientras que las especies protonadas (NH4") tienen solo un pequefio efecto ya que el
ion amonio debe ser transportado a través de sistemas transportadores de iones en las
membranas celulares, mientras que la especie no protonada difunde libremente. El
equilibrio ion amonio/amoniaco es dependiente del pH, y a un pH mayor a 7.6 hay una

inhibicién significativa de la glicosilacion (Borys., et al. 1994).

En este trabajo las muestras se colectaron al dia de cultivo 4 (96 h) donde la
concentracion de amonio fue 5.89£0.06 mM para 37°C y 5.44+0.07 mM para el bifasico

a 30°C (pH del medio se mantiene por debajo de 7.5 para ambos cultivos). Segun lo
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reportado por Ha., & Lee., 2015, para que la concentracién de amonio pueda ocasionar
la disminucion en la expresidn de las enzimas relacionadas con la glicosilacién a2,3-ST,
B1,4-GT y CMP-SAT en células CHO productoras de rh-tPA, se debe alcanzar la
concentracion de 10 mM, y en este trabajo, el amonio acumulado no rebasa la
concentracion de 6mM, por lo que se espera que no exista un dafio significativo en la

glicosilacion del rh-tPA debido al amonio producido en el medio de cultivo.
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Figura 10. Efecto de la Hipotermia Moderada en el consumo/produccion de metabolitos en células CHO
TF70R productoras de rh-tPA. En esta Figura se observan los graficos comparativos de consumo de A)
glucosa y C) glutamina y produccion de B) lactato y D) amonio, concentracion de E) glutamato, asi como
F) pH de los cultivos de células CHO TF70R en matraces Erlenmeyer de 250 mL (con 40 mL de medio
ActiPro y PowerFeedA) a 37°C (puntos rojos) y los cultivos bajo hipotermia moderada (bifasico) a 30°C

(cuadrados azules). Las mediciones fueron realizadss por triplicado. CT: Cambio de temperatura, d: dias

Tabla 15. Produccion/consumos especificos de metabolitos por las células cultivadas en
matraces Erlenmeyer de 250 mL a 37°C (control) y el cultivo bifasico (37°C a 30°C).
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Parametros Control 37°C Bifasico (37-30°C) Cambios

qgluc (nmol/10°cell*h) 181.5:2.85 165.4+2.31 1.1 veces menor velocidad de consumo
por parte de las células en los cultivos
bifasicos

qlac (nmol/106 cell*h) 164.71:5.15 67.65:2.06 2.43* veces menor velocidad de

produccién por parte de las células en los

cultivos bifasicos

Ylac/glue (mol/mol) 0.91:0.03 0.410.31 2.32* veces mayor por parte de las
células en los cultivos bifasicos
ggin (nmol/106 cell*h) 73.3:0.54 69.0:0.85 1.06 veces menor velocidad de consumo
por parte de las células en los cultivos
bifasicos
QNHz (nmol/106 cell*h) 143.7:0.12 134.2+0.32 1.07 veces menor Vvelocidad de

produccién por parte de las células en los

cultivos bifasicos

YNHalgin (mol/mol) 1.96+0.83 1.94+0.31 1.01 veces mayor parte de las células en

los cultivos bifasicos

qglu (nmol/10° celi*h) 126.0+1.11 140.0+0.38 090 veces menor velocidad de

produccién por parte de las células en los

cultivos bifasicos

*Datos del cultivo bifasico con diferencias estadisticamente significativas del cultivo control (37°C). Se usé el test t-student con una
p<0.05

Oxigeno

En la Figura 11 se muestra el perfil de oxigeno disuelto obtenido para las células en los
cultivos a 37°C y las células en los cultivos bifasicos. A las 96 h, tiempo de recoleccion
de muestras para realizar el analisis de glicosilacion, el valor de OD (% de saturacién de
oxigeno) fue de 55.13 + 5.78 para el caso de las células CHO TF70R cultivadas a 37°C

(control) y de 80.99 + 1.36 para el caso de las células en los cultivos bifasicos.
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Figura 11. Efecto de la Hipotermia Moderada en el consumo de oxigeno en células CHO TF70R
productoras de rh-tPA. En la gréfica se puede observar el perfil de oxigeno disuelto de los cultivos de

células CHO TF70R en matraces Erlenmeyer de 250 mL (con 40 mL de medio ActiPro y PowerFeedA) a
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37°C (color rojo) y los cultivos bajo hipotermia moderada (bifasico) a 30°C (color azul). Los experimentos

fueron realizados por duplicado. CT: Cambio de temperatura, d: dias.

El efecto de la variacién de la tension de oxigeno disuelto (DOT) en el crecimiento de
células animales y su metabolismo ha sido investigado por Butler & Jenkins, (1989), se
ha reportado que un crecimiento celular pobre ocurre a baja DOT (~5% saturacion de
oxigeno) y también se pueden observar efectos toxicos a altos valores de DOT. Sin
embargo, existe una variacion considerable en los valores optimos reportados para las
células de mamifero en cultivo (Butler & Jenkis, 1989). Boraston, et al. 1984 demostrd
que, para un cultivo de hibridoma murino, un intervalo de 8-100% de saturacion de
oxigeno como resultado rendimientos celulares maximos. Gomez., etal. 2010, reportaron
que concentraciones de oxigeno (5-80% de saturacion de Oz2) pueden modular la
produccion de GSH en una linea celular CHO, la reduccién del nivel de DO al 5% de
saturacion de oxigeno disminuye la viabilidad celular, aumenta la concentracion de

lactato y disminuye la produccién de proteina recombinante.

En este trabajo, se realizé la medicion de la variacidn del oxigeno disuelto en matraces
Erlenmeyer. En la Figura 11 se puede observar que ambos cultivos celulares consumen
oxigeno a lo largo de cultivo. Para el caso de las células en los cultivos control, el oxigeno
se consume hasta el dia 7, y posteriormente hay un incremento en el valor de OD, lo cual
coincide con la disminucion de la viabilidad hasta que el cultivo muere. Para el caso de
las células en los cultivos bifasicos, también se observa la disminucion en la
concentracion del oxigeno disuelto. Sin embargo, a diferencia de los cultivos control, este
se consume mas lentamente a lo largo del cultivo y deja de consumirse en el dia 14,

cuando la viabilidad aun se encuentra por arriba del 80%.

Debido al aumento del numero de células en el cultivo control, se observo como la
concentracion de oxigeno disuelto disminuye, sin ser limitante, posiblemente en conjunto
con el agotamiento de la glucosa (Figura 11). El cese del crecimiento y el consumo de
oxigeno puede ser debido al aumento en la sintesis de glutamina, y el consumo de
glutamato, evitando que este sea utilizado para la produccion de a-cetoglutarato. Aunado
al agotamiento de la glucosa y, por ende, disminucién de piruvato, podria acompanarse
con el empobrecimiento de otros aminoacidos como serina y asparagina (hipotesis que
requerira de la medicién experimental de estos aminoacidos) (Duarte., et al., 2014).
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Estos efectos en su conjunto generarian cambios en el ciclo de Krebs (catabolismo de
aminoacidos para reemplazar intermediarios del ciclo) disminuyendo la concentracién de
NADH y FADHz, los cuales ya no podrian ser utilizados en la fosforilacion oxidativa (etapa
final de la respiracién celular, donde el Oz es reducido a H20 gracias a los electrones

cedidos por el NADH y FADHz2) disminuyendo, por lo tanto, el consumo de Oz2.

La variacion de oxigeno disuelto (OD) también tiene un efecto en la glicosilacion de
proteinas recombinantes producidas en células CHO y este depende de la linea celular
y proteina producida (Kunkel, et al., 1998; Butler., 2006; Chotigeat., et al. 1994) por lo
que el control de este es importante para mantener el metabolismo optimo, el crecimiento

de células productoras y una glicosilacion consistente.

Por ejemplo, se reporté que una TOD oscilante de entre 800, 1,600, 6,400 y 12,800 s,
con un eje de oscilacion predeterminado del 7% y una amplitud de F 7%, provoco la
disminucién de la concentracion maxima de células, los intervalos del crecimiento celular
y viabilidad (Serrato., et al. 2004). Sin embargo, los gradientes de DOT en valores
mayores a las esperados en gran larga escala no afectaron significativamente la
concentracion de un anticuerpo monoclonal IgG1, producido en células de mamifero,
aunque se observo el incremento de la cantidad de glicanos siliados y triantenarios en el

perfil de glicosilacion del anticuerpo monoclonal producido (Serrato., et al. 2004).

Para el caso de rh-tPA producido en células CHO, unicamente se ha reportado por Lin.,
et al.,1993, que bajo condiciones de hipoxia moderada (40-60% reduccién en O2) no se
ve afectada la velocidad de crecimiento celular, la concentracion maxima de células, la
velocidad de producciéon de rh-tPA, o la calidad de rh-tPA (glicosilacion). Unicamente
bajo condiciones de anoxia (>99% reduccion en O2), se reportd que disminuye en un
80% la produccion de rh-tPA sin afectar su calidad (verificada por analisis en geles SDS

page y Western blot).

Los resultados obtenidos muestran que la TOD se mantienen por arriba del 60% en
ambas condiciones de temperatura, tanto la concentracién celular maxima de células
viables como la produccion de rh-tPA no disminuye, por lo que no se espera que existan
cambios significativos en la glicosilacion del rh-tPA debido a los cambios en la OD al

momento de la recoleccion de muestras para el analisis de glicosilacion.
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Efecto de la TDS sobre la productividad volumétrica y especifica del rh-tPA

En cuanto a la produccion de rh-tPA, se determind la concentracion y se calculd
productividad volumétrica y especifica rh-tPA en el sobrenadante de los cultivos en
matraces Erlenmeyer control a 37°C y bifasicos. La produccidon volumétrica maxima
alcanzada en los cultivos control fue al dia 3 de cultivo con un valor de 8.61 £0.32 mg/L
mientras que la productividad especifica fue de 1.61+0.02 pg/cel/dia. Para el caso de los
cultivos bifasicos, la produccién volumétrica maxima alcanzada al dia 8 de cultivo fue de
8.49+0.49 mg/L y la produccion especifica en este caso fue de 1.89+0.01 pg/cel/dia
(Tabla 16, Figura 12).

Las muestras para el estudio de glicosilacion se colectaron al dia 4 de cultivo, en este
dia se observo una produccion volumétrica de 7.19+£0.49 mg/L y 6.57+0.64 mg/L para los

cultivos bifasicos

Tabla 16. Produccién volumétrica y especifica de rh-tPA de las células cultivadas en matraces Erlenmeyer
de 250 mL a 37°C (control) y el cultivo bifasico (37°C a 30°C).

Parametros Control 37°C Bifasico (37-30°C) Cambios
rh-tPA max (mg/L) 8.61+0.32 8.49+0.49 18% mayor produccion
1612002 1 8940.01 por parte de las células
. i .610. .89+0.
Qri-iPa (pg/cel/dia) en los cultivos
bifasicos
®  Control 37°C

O Cultivo Bifasico (30°C)
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Figura 12. Efecto de la hipotermia moderada sobre la productividad volumétrica del rh-tPA. En la grafica
se puede observar la acumulacion de rh-tPA en mg/L en los cultivos control a 37°C y los cultivos bajo

hipotermia moderada (bifasico) a 30°C. CT: Cambio de temperatura, d: dias.

En relacién con lo observado en este trabajo, se ha reportado que, al cambiar la
temperatura a hipotermia moderada, las células aumentan la produccion especifica de
proteina recombinante particularmente en células CHO (ejemplos descritos en la tabla
6). Estos cambios también han sido reportados para el caso de la linea celular
CHOTF70R usada en este trabajo, como se pudo observar en la Tabla 12 (Hendrick, et
al., 2001 y Bedoya, et al., 2016). Los reportes publicados indican que la hipotermia
moderada en células CHO resulta en un aumento de la productividad especifica, pero no
siempre en un aumento de la productividad volumétrica debido a la baja densidad de
células alcanzada en los cultivos mono-térmicos (Tabla 6), por lo que la implementacion
de cultivos bifasicos, como el de este trabajo, donde inicialmente se promueve el
crecimiento y posteriormente se disminuye la temperatura, logran mejorar el desempefio

en la productividad.

El tiempo 6ptimo para el cambio de temperatura depende de la linea celular y las
condiciones previas al cambio de la temperatura (concentracion celular, concentracion

de sustratos y factores de crecimiento, viabilidad y estado metabolico) (Barrén., 2009).

De acuerdo con Barrdn et al., en la linea celular CHOTF70R productora de rh-tPA, la
produccion de proteina recombinante a 37°C esta asociada al crecimiento, ya que en el

momento en que las céulas dejan de crecer, el rh-tPA se deja de producir. En cambio,
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para el caso de las células en hipotermia moderada, aunque las células dejen de crecer,

el rh-tPA continua produciéndose.

En el trabajo de Barrdn., 2009, se evalud el cambio de temperatura a 30°C después de
24, 48, 72, 96 y 120h de cultivo a 37°C (modalidad bifasica). De manera general, la
viabilidad del cultivo disminuyé primero en los cultivos a 37°C a comparacion de los
cultivos bifasicos, el cultivo que mantuvo la mayor viabilidad fue aquel con el cambio de
temperatura a las 24h. La mayor productividad especifica y la concentracion de rh-TPA

maxima fue observada en las células en los cultivos bifasicos con cambio a las 24.

Bedoya, et al., 2016 reportd el cambio de temperatura de 37°C a 30°C a las 48 h de
cultivo para la linea celular CHOTF70R prodcutora de rh-tPA, es en este momento donde
observo que las células se encuentraban en fase exponencial y tenian una mayor
produccion de proteina recombinante (productividad volumétrica y especifica) antes de
que los cultivos comenzaran a disminuir su viabilidad (a comparacion con los cultivos a
37°C). Ademas de las diferencias en la productividad, los ensayos transcriptomicos
mostraron diferencias en las enzimas relacionadas con la glicosilaciéon cuando el cambio

de temperatura se realizo a las 48h.

En este trabajo, el cambio de temperatura a 30°C se realiz6 a las 48h de cultivo a 37°C
para poder evaluar el efecto de la disminucion de la temperatura sobre la glicosilacion

con base en lo reportado previamente.

Se observaron valores similares en la concentracion maxima de rh-tPA, 8.61+0.32 mg/L
(al dia 3 de cultivo) para el caso de los cultivos control y 8.49+0.49 mg/L (al dia 8) para
el caso de los cultivos bifasicos (no fue evidenciado una diferencia en la concentracion
de rt-PA maxima alcanzada en ambas condiciones). Al analizar la productividad
especifica, hubo un incremento de 18% en la produccion de rh-tPA por parte de las
células en los cultivos bifasicos (2.10x10°¢ cel/mL en los cultivos bifasicos producen la

misma cantidad de rh-tPA que la producida por 3.1x10° cel/mL en los cultivos control).

Con base en lo reportado por Barron., 2009, el tiempo Optimo para el cambio de
temperatura depende de las condiciones previas al cambio de la temperatura

(concentracion celular, concentracion de sustratos y factores de crecimiento, viabilidad y
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estado metabolico), por lo que se infiere que, si el cambio de temperatura se hubiera
realizado posteriormente, por ejemplo a las 72h de cultivo, se hubiera promovido el
crecimiento ceular evidenciando asi una mejora en la productividad volumétrica por parte
de los cultivos bifasicos (Hendrick, et al. 2001; Vergara, et al. 2012 y 2014; Bedoya, et
al. 2016; Avello, et al. 2017, Barron., 2009).

La disminucion en la cantidad de rh-tPA acumulado conforme avanza el tiempo de cultivo
puede deberse a que proteasas y glicosidasas son secretadas por las células viables y
liberadas de las células lisadas acumulandose extracelularmente en los cultivos de
células CHO perjudicando la calidad del producto (Park., et al., 2017). En este trabajo,
las muestras se colectaron en el dia 4 de cultivo donde no se observo disminucién en la

viabilidad celular en ninguna de las condiciones de cultivo.

El incremento en la productividad especifica de las células en los cultivos bifasicos puede
ser atribuido a los mecanismos resumidos en la tabla 7 y 8, estos incluyen; el arresto del
ciclo celular ya que esto ocasiona el incremento en el porcentaje de células en G1
(considerada una de las fases metabdlicamente mas activas) (Fussenegger., 2001;
Bollati-Fogolin., et al., 2005; Kaufman., 1999; Yoon., et al., 2004; Fox., et al., 2005). Asi
como, la disminucién en la velocidad de crecimiento especifica (Berrios., et al. 2009;
Yoon., et al. 2004), el retraso de la apoptosis (Slikker., et al. 2001; Baik., et al. 2006;
Yee., et al., 2009; Masterton, et al., 2014), cambios en la actividad proteolitica del cultivo
(Barron., 2009; Masterton, et al., 2014) y principalmente el incremento en la cantidad y/o
estabilidad del mRNA de la proteina recombinante (Kou., et al. 2011; Fox., et al. 2005;
Marchant. et al. 2008; Roobol., et al., 2009; Masterton, et al., 2014; Underhill., et al.,
2006) (Tabla 7 y 8).

Purificaciéon de rh-tPA mediante cromatografia de afinidad L-lisina

Diferentes técnias purificacion para la obtencién del rh-tPA como el uso de columnas de
afinidad, cromatografia de intercambio i6nico, cromatografia de exclusion molecular,
cromatografia con hidroxiapatita, entre otras han sido descritas (Davami, et al. 2010;
Nimtz, et al. 1990; Parekh, et al. 1989; etc). Dada la baja cantidad de rh-tPA presente en
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las muestras, se realizd la purificacion mediante cromatografia de afinidad. La
purificacion se realizé por duplicado para la muestra control y las muestras de los cultivos
bifasicos. En la Figura 13 se muestra el perfil caracteristico del rh-tPA comercial en
electroforesis y Western Blot y en la Figura 14 se muestra el cromatograma obtenido
durante el proceso de purificacidon del rh-tPA con L-Lisina. En el primer componente se
observa la carga de la muestra en la columna, el segundo componente muestra la elucion
de impurezas de la muestra al pasar por la columna el buffer de lavado. Por ultimo, se
muestra el componente corresponde al rh-tPA que fue eluido, recuperado y concentrado
en tubos amicon de 30 kDa hasta un volumen final de 400 uL. Para confirmar la presencia
del rh-tPA durante la cromatografia de afinidad, los diferentes componentes fueron
separados en un gel SDS-PAGE al 12% tefiido con azul de Coomassie, e

inmunodetectado mediante un Western blot (Figura 15).

PM tPAC tPAC PM
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Figura 13. Perfil del rh-tPA comercial en electroforesis y Western Blot. En esta Figura se
puede observar el A) Gel SDS-PAGE al 12% tefido con azul de Coomassie y B) Western
blot del rh-tPA comercial Acetilyse de Boehringer Ingelhaim. Volumen de muestra
cargado: 10 uL. Se puede identificar la presencia de las diferentes variantes del rh-tPA
reportadas previamente por Lin., et al. 1993: i) De una cadena, variante tipo | y I, ii) De
dos cadenas, iii) De tipo complejo, iv) rh-tPA degradado. PM: marcado de peso molecular

en kDa, tPA c: rh-tPA comercial Acetilyse de Boehringer Ingelhaim.
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Cromatograma de las muestras de rt-PA purificado
100+
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Figura 14. Cromatograma de las muestras de rh-tPA purificado mediante cromatografia
de afinidad. Se us6 una columna empacada de Lysine Hyper D (Pall) usando un FPLC
(Bio-Rad) pre-equilibrada con un buffer con 50 mM de fosfato de sodio y 0.01% de
polisorbato 80 a pH 7.5. Se realizaron 3 lavados (materiales y métodos) y el con rh-tPA
fue eluido con un buffer de 500 mM de L-arginina a una velocidad de elucién de 2 mL/min.
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Figura 15. Perfil del rh-tPA purificado en electroforesis y Western Blot. En esta Figura se
puede ver el 1) gel SDS-PAGE al 12% tefiido con azul de Coomassie y Il) Western blot
de las muestras de rh-tPA purificado de los cultivos control a 37°C y los cultivos bifasicos
a 30°C. Volumen de muestra cargado por muestra: 20 uL. Se puede identificar la
presencia de las diferentes variantes del rth-PA: Una cadena, variante tipo | y Il
(Recuadro azul), Dos cadenas (Recuadro rojo), rth-PA de tipo complejo (recuadro
morado). La purificacion se realizé por duplicado. Las letras A y C corresponden al rh-
tPA purificado de los cultivos control a 37°C y las letras B y D corresponden al rh-tPA

purificado de los cultivos bifasicos a 30°C PM: marcado de peso molecular en kDa.
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El rh-tPA recuperado se analizé6 mediante geles SDS-PAGE y WB (Figura 15). Se
observé un perfil caracteristico del rh-tPA formado por la presencia de bandas a ~95 kDa
que corresponde a un complejo de rh-tPA, una banda a ~72 kDa que corresponde a la
variante | y Il del rh-tPA de una cadena, asi como bandas a ~32 kDa que corresponden
al rh-tPA de dos cadenas y rh-tPA degradado. Este perfil es comparable con el del rh-
tPA comercial Acetilyse de Boehringer Ingelhaim (la unica banda que no presenta el rh-
tPA comercial es la del rh-tPA complejo, enmarcada por un rectangulo morado en la
Figura 15) observado en la Figura 13. Las dos variantes de rh-tPA ya han sido reportadas
(Rouf, et al. 1996; Hendrick, et al. 2001; Kimura., & Miller., 1997, Lin., et al. 1993), la
cuales son formadas debido a la escision proteolitica del rh-tPA de doble cadena unida
por un puente disulfuro, corte al cual es susceptible. Segun Hendrick, et al. 2001 y Rouf,
et al. 1996, no existen diferencias significativas en la actividad del rh-tPA de una cadena
con el rh-tPA de dos cadenas. Los datos de purificacién se pueden observar en la tabla
17.

Tabla 17. Concentracion de rh-tPA en las condiciones control a 37°C y los cultivos

bifasicos (de 37°C a 30°C a las 48 h) obtenido en cada paso de purificacion

PURIFICACION 37°C PURIFICACION 30°C

Paso Paso

Columna de Afinidad L-lisina y concentrado AMICON 30
kDa(B) 0.250
Columna de Afinidad L-lisina y concentrado AMICON 30
kDa(D) 0.430

Desviacion estandar entre duplicados 10.13

Columna de Afinidad L-lisina y concentrado AMICON 30
kDa(A) 0.220
IColumna de Afinidad L-lisina y concentrado AMICON 30
kDa(C) 0.280
Desviacién estandar entre duplicados +0.04

Para confirmar la identidad y pureza del rh-tPA, este fue analizado mediante
cromatografia en fase reversa en HPLC. La muestra purificada obtenida del cultivo en
matraces Erlenmeyer de 250 mL 37°C y de los cultivos bifasicos a 30°C por 96 h se
compararon con el rh-tPA estandar (rh-tPA comercial Acetilyse de Boehringer Ingelhaim)
y como se puede ver en la Figura 15, los perfiles de elucion obtenidos para las muestras
purificadas son muy similares al rh-tPA comercial (difiriendo Unicamente en el
componente E y F, los cuales no estan presentes en el rh-tPA comercial. Posteriormente,

se cargaron los picos A-H eluidos en un gel SDS page al 12% y se realizé un WB (Figura
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16). En el Western blot se pudo identificar el rh-tPA en las fracciones B-G comprobando

asi que los componentes eluidos corresponden al rh-tPA purificado.
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Figura 16. Cromatograma comparativo de las de las muestras de rh-tPA purificado de
los cultivos control a 37°C (linea roja), los cultivos bifasicos a 30°C (linea azul), y el rh-
tPA comercial Acetilyse de Boehringer Ingelhaim (linea negra), obtenido mediante
cromatografia en HPLC fase reversa. En este cromatograma se observa que las

muestras purificadas presentan un perfil muy similar entre ellas y el perfil del rh-tPA

comercial.
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Figura 17. Perfil del rh-tPA purificado (colectado de la separacion mediante RP-HPLC)
en electroforesis y Western Blot. En esta Figura se puede observar el A) Gel SDS-PAGE

al 12% tefiido con azul de Coomassie y B) Western blot de las muestras de rh-tPA
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purificado de los cultivos bifasicos a 30°C recuperados de la cromatografia de alta
resolucion en fase reversa (RP-HPLC). Se puede identificar la presencia del rh-tPA en

las diferentes fracciones eluidas (B-G). PM: marcador de peso molecular.

En la Figura 18 se puede observar una comparacion mediante geles de electroforesis y
Western blot las muestras de sobrenadante a 37°C y de los cultivos bifasicos antes y
después de la purificacion. Como se puede observar, a diferencia de las muestras de
sobrenadante previa purificacion, las muestras purificadas unicamente presentan las
bandas caracteristicas del rh-tPA mencionadas por Lin., et al. 1993: Una cadena,
variante tipo | y Il (Recuadro azul); Dos cadenas (Recuadro rojo); rh-tPA de tipo complejo

(recuadro morado).
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Figura 18. Perfil comparativo rh-tPA purificado de ambas condiciones de temperatura,
rh-tPA comercial y sobrenadante sin purificar mediante electroforesis y Western Blot. En
esta Figura se puede observar el gel SDS-PAGE al 12% tefiido con azul de Coomassie
y Western blot de las muestras de rh-tPA comercial, rh-tPA del sobrenadante y rh-tPA

purificado de los cultivos control a 37°C (A y B respectivamente) y cultivos bifasicos a
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30°C (C y D respectivamente). Se puede identificar la presencia del rh-tPA puro, las
diferentes variantes del rh-tPA: Una cadena, variante tipo | y Il (Recuadro azul), Dos
cadenas (Recuadro rojo), rh-tPA de tipo complejo (recuadro morado). PM: marcado de

peso molecular en kDA.

La hipotermia moderada afecta la expresidon de genes relacionados con las vias de
N-glicosilacién, chaperonas del RE, CIRP, RBM3y rh-tPA

Aproximadamente el 8% de las secuencias de RNAm reportadas en GeneBank (NCBI)
corresponde a genes involucrados en la glicosilacion, estos genes codifican en
glicosidasas, dlicosiltransferasas, enzimas que sintetizan precursores lipidicos vy
transportadores de azucares activados, siendo este ultimo grupo en el cual los 5
azucares principales representados son: fucosa, manosa, N-acetil glucosamina,
galactosa y acido sialico (Varki., et al., 2009 y 2017; Radhakrishnan, et al., 2018).

Para este analisis se debe evitar la amplificacién del DNA gendémico en la reaccién de
gPCR, por lo que el disefio de los oligonucledétidos fue realizado sobre la interseccion de
splicing exdn-exon. Todos los oligonucledtidos utilizados generan Unicamente un
amplicon de 91 pb en una reaccién de qPCR (disefiados por el grupo Hidalgo., 2010).

Se realiz6 la extraccion de RNAm segun la metodologia.

Debido a que la determinacion de la integridad y pureza de las muestras de RNAm es
critica para los analisis de la expresion génica, la calidad, integridad y pureza del RNAm
se confirmé con la relacion A260/280 en el nanodrop y mediante geles de agarosa. Se
observaron dos bandas correspondientes al RNAr 28s y 18s, sin barrido y con una
relacion 2:1 (28s:18s) asi como la ausencia de DNA genomico sobre la banda
correspondiente al RNAr28s, revelando la ausencia de degradacién en las muestras. Las
bandas correspondientes al RNAr 28s y 18s son empleadas como referencia para
determinar la integridad ya que estas representan del 70 al 90% del RNA celular total
(Ochoa., et al., 2006).
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Figura 19. Integridad y pureza del RNAwt. Gel de agarosa al 2% cargado con 2 ulL de
RNAwt por pozo. A la izquierda se pueden observar por triplicado (A, B y C) de las
extracciones de RNA de los cultivos a 37°C y a la derecha (A, By C) se pueden observar
por triplicado las extracciones de RNA de los cultivos bifasicos (cambio de 37°C a 30°C
a las 48 h de cultivo). La presencia de bandas correspondientes de RNA de 28 y 18s

confirmo la integridad de la muestra.

Durante todos los experimentos de RT-qPCR, se confirmé que para todos los genes
evaluados solo se observara la presencia de un pico en la curva de disociacion de
primers asegurando asi la ausencia de dimeros (previamente, la eficiencia de
amplificacion de los primers utilizados fue demostrada por Hidalgo., y su grupo de
investigacion en el 2010). El gen de normalizacion ocupado fue Gapdh (Bedoya et al.,
2016). En la tabla 18 se presentan las veces de cambio en la expresion de los genes

estudiados en los cultivos bifasicos comparados con los cultivos control.
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Tabla 18. Veces de cambio de los genes diferencialmente expresados debido a la
respuesta al cambio de temperatura (de 37°C a 30°C a las 48 h) determinada por RT-
gPCR. Se uso un termociclador Thermo Scientific™ Piko Real™ Thermal (Thermo

Fischer Scientific), los experimentos se realizaron por triplicado biologico y triplicado

técnico.
o : Veces de cambio después del
Gen (Proteina) i’
FTERD cambio de temperatura (48h TDS)
Cirbp (Proteina de unién a ARN inducible por frio) 9.87+0.81*
Choque Frio
Rbm3 (Proteina 3 de unién a ARN) 9.50+0.84*
B4galt1 (Beta-1,4-galactosiltransferasa 1) 4.31+0.19*
Glicosiltransferasas o
St3gal4 (Alfa 2,3-sialiltransferasa V) 2.3540.13*
Neu2 (Sialidasa-2) -1.81+0.32*
Glicosidasas Glb1 (Beta-galactosidasa) -1.80+0.17*
Man1A2 (Alfa-1,2-manosidasa|B) 7.43+£0.61*
Slc35a1 (Transportador de CMP-acido sialico) -1.14+0.05
Transportadores
Slc35a2 (Transportador de UDP-galactosa) 4.1240.31*
rh-tPA PLAT (activador del plasmindgeno de tipo tisular) 1.12+0.05

*Datos del cultivo bifasico con diferencias estadisticamente significativas del cultivo control (37°C). Se us6 t-student con una p<0.05

El incremento en el nivel relativo de mRNA de diversas proteinas recombinantes debido
a la disminucion de la temperatura, como se puede observar en la tabla 5, ya ha sido
previamente reportado (Rodriguez., et al. 2005, Hendrick., et al., 2001, Vergara., et al.,
2015. etc) y una de las explicaciones a esto es que pude deberse al incremento en la
cantidad y/o estabilidad del mRNA de la proteina recombinante (Tabla 7 y 8, Yoon., et
al. 2003, Kou., et al. 2011; Fox., et al. 2005, Lee., et al. 2008). Para determinar si el
incremento de la productividad especifica a baja temperatura correspondia con un
incremento en la transcripcidon del rh-tPA, su expresion génica fue cuantificada por RT-
gPCR. Como se puede observar en la tabla 18, en el cultivo bifasico, la expresion del
gen codificante para el rh-tPA aumentd 1.12+0.05, sin embargo, esta diferencia no fue
estadisticamente significativa por lo que el incremento en la productividad especifica no

puede ser atribuido a cambios en la expresion del mRNA.

También fueron analizados los cambios en la expresion de los marcadores moleculares

del cambio de temperatura, RBM3 (proteina con motivos de unién a RNA) y CIRP
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(proteina de unién a RNA inducible por frio). Como ya se describio, CIRP y RBM3 son
dos chaperonas las cuales se encargan de favorecer la traduccion y estabilizar ciertos
MRNAs, estas son consideradas como las principales moduladoras de la expresion
genética en condiciones de hipotermia moderada (Richard. 2005; Al-Fageeh., & Smales.,
2006; Andersen, et al. 2000; Bedoya, et al., 2017; Cain, et al., 2013; Chuppa, et al., 1997;
Hidalgo., 2010).

En la tabla 18, se puede observar que hubo un incremento en la expresion de CIRP y
RBM3 de 9.87+0.81 y 9.50+0.84 veces respectivamente, comportamiento que
corresponde a lo reportado para la expresion estos dos genes en condiciones de
hipotermia moderada (Richard., 2005; Al-Fageeh., & Smales., 2006; Andersen, et al.
2000; Bedoya, et al., 2016; Cain, et al., 2013; Chuppa, et al., 1997; Hidalgo., 2010). De
acuerdo con Zhu., et al. (2016), en células de mamiferos, los niveles de expresién tanto
de CIRP como de RBM3 (evolutivamente conservadas de acuerdo con Al-Fageeh, et al.,
2009) alcanzan sus picos en la hipotermia leve a moderada (28-34°C). Tanto CIRP como
RBMS3 estan involucrados en la modulacion de la transcripcion y la traduccion
funcionando como chaperonas de RNA. CIRP mejora la productividad de proteina
recombinante y puede arrestar el crecimiento celular de manera linea celular especifico,
mientras que RBMS3 facilita la sintesis de proteina CAP- independiente a baja
temperatura. RMB3 también interactua y bloquea parcialmente la actividad de miRNAs
a baja temperatura. La expresion alterada de miRNA seguida del cambio de temperatura
ha sido reportado como importante de la regulacién de la expresion proteica y el

comportamiento celular (Kumar., et al., 2008).

Con esto, se podria suponer que el aumento en la productividad especifica puede
deberse a la posible estabilizacién del mMRNA del rh-tPA por CIRP y RBM3.

Por ultimo, se analizé la expresién de genes relacionados con vias de la N-glicosilacién
debido al cambio de temperatura. Se tienen dos grupos para analizar la informacion, los
cuales son: a) transportadores de azucares activados y b) glicoslitransfereasas vy
glicosidasas. En la Figura 20 se puede observar las enzimas evaluadas y el paso sobre

el cual actuan durante la glicosilacion de una proteina.
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Figura 20. Resumen de la accion de las enzimas (expresion evaluada mediante RT-
gPCR sobre la glicosilacion de la proteina. En esta Figura se puede observar en circulos
rojos las enzimas evaluadas mediante RT-qgPCR (expresion). Las flechas rojas indican
un aumento en la expresion y las flechas azules indican la disminucion de la expresion

de los cultivos bifasicos a 30°C a comparacion con los cultivos control a 37°C.

Los transportadores de azucares activados o NTS se localizan en su mayoria en el
aparato de Golgi y su funcion es translocar azucares activados citoplasmaticos al interior
del Golgi, donde son usados como sustrato para la elongacion de las cadenas de
oligosacaridos siendo asi imprescindibles para la sintesis de glicoproteinas. Otro punto
importante es que el proceso del transporte de azucares activados del citosol al RE y
Golgi es altamente dependiente de la temperatura, asi como la concentracion de

sustratos (Martinez-Duncker., et al., 2003).

En este trabajo se evaluaron los cambios en la expresion de los genes de dos
transportadores, el CMP-acido sidlico (CMP-SialT) y UDP-Galctosa (UDP-galT) los
cuales presentaron una disminucion de -1.141£0.05 veces (no fue estadisticamente
significativo) y un aumento de 4.12+0.31 veces respectivaemente a comparacion de los

cultivos a 37°C.
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Se puede asumir que el incremento en la expresidn de algun transportador de azucar
activado implica por consecuencia un aumento en la actividad de la enzima
glicosiltransferasa que esta asociada. Sin embargo, es necesario determinar el nivel de
expresion de la transferasa asociada al patrén de glicosilacion de la proteina para poder

concluir al respecto.

Para el caso de las glicosiltransferasas se evalud la expresion de la (1,4)-galactosa
transferasa (B4GALT1) y de la a(2,3)-sialiltransferasa IV (ST3GAL4), a las 48 h después
del cambio de temperatura de 37°C a 30°C, la expresion de la B4GALT1 aumentd
4.31+0.19 veces y para el caso de ST3GAL4, su expresion aumentd 2.35+0.13 con

respecto a los cultivos control a 30°C.

La expresion de las glicosidasas: sialidasa (NEU 2), galactosidasa (GLB1) y la o 1,2-
manosidasa (Man1A2/MANEA) mostré que para el caso de NEU2 y GLB1, hubo una
disminucion de 1.81£0.32 y 1.80+0.17 veces respectivamente. La expresion de Man1A2
aumento 7.43+0.61 veces con respecto al control, este ultimo cambio podria reflejar la

disminucién en la manosilacién de la proteina.

La elongacién y remodelacion de los N-glicanos que se unen a la cadena peptidica
dependen de la actividad de las glicosidasas y glicosiltransferasas que se encuentran
localizadas a lo largo de la via secretoria (RE-Golgi), estas enzimas son finamente

reguladas y su expresion es altamente dependiente de las condiciones de cultivo.

Los cambios en la expresién de los genes relacionados con las glicosiltransferasas
pueden reflejarse en la actividad enzimatica en el aparato de Golgi y el hecho de que la
extension de la cadena de N-glicanos es secuencial, la disminucién o el aumento de las

enzimas relacionadas con la glicosilacién sugiere una alteracion en el patron final.

El aumento en la expresion del transportador de galactosa, la B4GALT1 y la disminucion
en la expresion de GLB1 sugieren cambios en la galactosilacion de proteinas en los
cultivos bifasicos a 30°C. Debido a la secuencialidad de las recciones de N-glicosilacion,
lo anterior podria sugerir un aumento en los procesos de siliacion, por lo que también se
evalud la expresion de enzimas relacionadas con este proceso (sialiltransferasas y

neuraminidasas).
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Cualquier intento de maximizar el contenido de acido sialico de una proteina terapéutica
también debe considerar la actividad de la sialidasa porque las glicoproteinas estas
sujetas a la desialilacion y degradacion durante el cultivo celular prolongado (Wang., et
al.,, 2017). Las sialidasas (neuraminidasas) son exoglucosidasas que catalizan la
eliminacién hidrolitica del acido sialico. El producto de asialoglicoproteina resultante se
eliminaria rapidamente del plasma por los receptores de asialoglicoproteina en el higado.
Hay cuatro sialidasas identificadas en células CHO (Neu1 y 4 lisosomal, Neu2 citosdlica,
Neu3 en membrana plasmatica). En las células CHO, es deseable reducir |la actividad de
sialidasa celular para garantizar la calidad y la consistencia del producto para las
glicoproteinas bioterapéuticas secretadas (Wang., et al.,, 2017). En este trabajo, se
observo la disminucion en la expresién de Neu2. Se ha reportado que la NEU2 es una
enzima responsable por la degradacion de N-glicanos ya que es capaz de hidrolizar una
gran cantidad de glicoproteinas y oligosacaridos a un pH neutro (Miyagi, et al., 2012),
por lo que su disminucion indicaria una posible mejora en la calidad del rh-tPA producido

al evitar la desiliacion de la misma.

Como se puede observar en la Tabla 18, la disminucién de Neu2 y el aumento en la
expresion de la transferasa ST3GAL4 podria sugerir un aumento en la siliacion de la

proteina rh-tPA.

No obstante, todas las suposiciones basadas unicamente en la expresion de genes
relacionados con la glicosilacion deben ser confirmadas mediante el analisis del patrén
de glicosilacién, ya que no necesariamente los cambios en la expresién de enzimas se

reflejan en el patron de glicosilacion final de la proteina.
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La micro heterogeneidad del rh-tPA aparentemente no presenta cambios

relevantes en la glicosilacion debido al efecto de la hipotermia moderada

Andlisis de glicosilacion del rh-tPA mediante HILIC

La recoleccion de muestras para realizar el analisis de glicosilacién se realizé a las 96 h
de cultivo para ambas condiciones de temperatura (37°C vy el cultivo bifasico a 30°C 48
h TDS), en este tiempo se habia observado el pico de produccién especifica de proteina
(Bedoya, et al.,2016) y cambios en la expresion de genes relacionados con hipotermia
moderada (la expresion de CIRP, RBM3, manosidasa y galactosiltransferasa incrementa
mientras que la expresion la sialidasa y galactosidasa disminuye a comparacion de los
cultivos a 37°C). También han sido sugeridos cambios en la glicosilacion de esta proteina
(evaluados mediante lectin blots) como lo es la siliacién y manosilacién (Hendrick, et al.,
2001). Otra razdn por la cual se recolectaron las muestras a las 48 h después del cambio
de temperatura fue para evitar que los cambios en el perfil de glicosilacién se debieran a
la progresién del cultivo de la fase exponencial a la estacionaria y a la fase de muerte
(se ha reportado que hay un incremento de las formas con una menor cantidad de acido
sialico hasta en un 30% por lo que el perfil de glicosilacion se modifica debido los
cambios en las fases de crecimiento celular de acuerdo con Wong., et al. 2010) en vez

de a los de atribuirse a la hipotermia moderada.

En la Tabla 19 se puede observar las estructuras propuestas de oligosacaridos ligados
a N del rh-tPA producido bajo diferentes condiciones de temperatura (Control 37°C y
cultivo bifasico a 30°C). Los tiempos de elucion fueron transformados a unidades de
glucosa (GU) y las estructuras propuestas fueron basadas en sus tiempos de retencién
en GU y las digestiones con exoglicosidasas (Guile et al., 1996). Se ha reportado que
diferentes estructuras de glicanos pueden eluir a los mismos valores de GU (Guile., et
al., 1997). Los glicanos fueron separados utilizando formato de amonio 250 mM, lo cual
facilita la separacion de glicanos neutros de los glicanos cargados o siliados. Se
identificaron 14 estructuras tanto para el rh-tPA producido a 37°C como para el producido
en los cultivos bifasicos a 30°C. Las estructuras propuestas se pueden observar en la

Figura 22.
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Para facilitar el analisis, las estructuras de glicanos se clasificaron como: altos en
manosa, biantenarios, triantenarios, tetraantenarios, siliados y fucosilados. Los
porcentajes de cada grupo son listados en la Tabla 20. Las diferencias en estos
porcentajes fueron menores a 1.8% en todos los casos al comparar la glicosilacién de

las células en los cultivos bifasicos con las células en los cultivos control a 37°C.

Una busqueda en la literatura con respecto al analisis y cambios en el patrén de
glicosilacion de la proteina rh-tPA en condiciones de hipotermia moderada no arrojé
ningun resultado ademas de lo descrito en los antecedentes, por lo que en este trabajo
se muestran los primeros resultados de micro heterogeneidad para esta condicion en la
linea celular CHOTF70R. El analisis de glicosilacion mostr6 que en general, las
estructuras de glicanos producidas en la condicion control (37°C) fueron las tipicas
reportadas en la literatura para el rh-tPA, con la diferencia de tres estructuras (A2G2S2,
A1G1S1M4 y A1G1S1M5) reportadas previamente (Spellman., et al. 1989 y Parekh., et
al., 1989, Figura 22.C) y que no se detectaron tanto en las muestras de 37°C, como en

las muestras en los cultivos bifasicos a 30°C.

Para el caso de las diferencias en el porcentaje de abundancia relativa entre las
estructuras de glicanos, el rh-tPA producido en los cultivos bifasicos mostro la
disminucién del 2.89% en la estructura A2FG2S1 y un aumento del 2.66% en la

estructura A2FG2S2 a comparacion con los cultivos control a 37°C.
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Figura 21. Cromatograma comparativo de las muestras de rh-tPA de los cultivos control
a 37°C y los cultivos bifasicos a 30°C. En ambos casos, la linea roja representa el rh-tPA
obtenido a 37°C vy la linea azul el rh-tPA de los cultivos bifasicos. A) Cromatograma
obtenido mediante HPLC en fase reversa, como se puede observar, el perfil obtenido es
practicamente idéntico entre ambas muestras. B) Cromatograma obtenido mediante
HILIC con columna GlycoSep N, se observa el mismo perfil para ambas muestras

(Realizado por la Mtra. Vanessa Hernandez Rodriguez).
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Tabla 19. Estructuras propuestas de oligosacaridos ligados a N a rh-tPA producido bajo
diferentes condiciones de temperatura (Control 37°C y cultivo bifasico a 30°C).
Estructuras con la misma composicion, pero diferentes tiempos de retenciéon son

isomeros.

% de estructuras de glicanos de rh-tPA
en diferentes condiciones de

temperatura
rh-tPA 37°C rh-tPA 30°C
Migracion Estructura Abundancia Relativa %
UG propuesta
6.31 M5 7.49 6.23
7.20 M6 6.48 7.94
7.27 M6 2.13 1.59
8.11 M7 4.51 3.48
8.51 A2FG2S1 18.01 15.12
8.82 M8 1.71 2.31
9.03 A3G3S2 1.02 2.27
9.19 A2FG2S2 26.03 28.69
9.68 A3FG3S2 2.22 2.58
9.88 A2FG2S2 1.51 1.43
10.34 A4G4S1 1.08 1.60
10.43 A4G4S2 3.46 3.99
10.90 A3FG3S3 7.16 7.45
11.45 AAFG4S4 1.12 1.73

M: Manosa, N: N-acetilglucosamina, F: Nicleo de fucosa, G: Galactosa, S: Acido sialico, A: Numero de antenas ligadas al nucleo
N2M3, G# o S#: Indica el numero de galactosa o acido sialico unidos al oligosacarido. M5, M6 etc et corresponden a estructuras de

glicanos presentados en la Figura 22.

Tabla 20. Porcentaje relativo de estructuras propuestas por grupos caracteristicos del

rh-tPA producido a 37°C y en los cultivos bifasicos de 37 a 30°C.

% de estructuras de glicanos de rT-PA en
diferentes condiciones de temperatura

rh-tPA 37°C rh-tPA Bifasico 30°C

Grupos Abundancia Relativa %
Alta manosa 26.59 24.94
Biantenarios 54.27 52.36
Triantenarios 12.39 14.23

Tetraantenarios 6.74 8.47
Sialidados 73.41 75.06
Fucosilados 66.78 65.96
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Figura 22. Representacion de las estructuras propuestas en la tabla 19. Se pueden
observar las estructuras reportadas para el C) rh-tPA en la literatura (Spellman, et al.,
1989), asi como las estructuras determinadas para el A) rh-tPA producido en las células
CHO TF70R a 37°C (Control) y en B) los cultivos bifasicos (37 a 30°C a las 48 h de
cultivo). Las estructuras con misma composicion, pero diferente tiempo de migracion son
isdmeros. Los glicanos fueron agrupados con base en su composicion y estan basadas
en (Guile., et al., 1997).
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La actividad enzimatica de una proteina esta determinada por la estructura de la misma,
mientras que las propiedades farmacocinéticas, farmacodistribucion, solubilidad,
estabilidad, incremento de la funcion del efector y unidn al receptor dependen de la
glicosilacion. Las proteinas hiperglicosiladas presentan un mayor tiempo de vida media
en suero, son menos sensibles a la protedlisis y mas estables al calor a comparacion de
las formas no glicosiladas. En particular, el acido sialico puede extender el tiempo de
vida media de las proteinas terapéuticas. Si se afladen mas sitios de N-glicosilacion a la
estructura, es posible que las proteinas muestren un tiempo de vida media prolongado y

un incremento de la actividad biologica (Werner., et al., 2007).

En el caso del rh-tPA se ha reportado que esta serin proteasa posee 3 sitios posibles de
glicosilacion, el tipo |, el cual tiene los 3 posibles de glicosilacién (Asn-117, Asn 184 Asn-
448) ocupados y el tipo I, el cual posee 2 sitios glicosilados (Asn-117 y Asn-448) y es
hasta un 50% mas activo que el rh-tPA del tipo | (Spellman, et al. 1989). La glicosilacién
de esta proteina provee de estabilidad proteolitica y contribuye a la farmacocinética de
la molécula (Andreasen., et al., 1994 y Werner., et al., 2007). Los oligosacaridos del sitio
Asn 117 altos en manosa son los responsables de unirse al receptor especifico en el
higado donde es eliminado parcialmente a través del receptor de manosa, en las células
endoteliales y en las células de Kopper, lo cual también contribuye al tiempo de vida
media corto del rh-tPA (Andreasen., et al., 1994 y Werner., et al., 2007).

Con esta informacién presente, se puede inferir que cualquier cambio en el contenido de
acido sialico y manosa del rh-tPA afectaria directamente el tiempo de vida media de la

proteina y, por consiguiente, su actividad terapéutica.

En el caso de los resultados obtenidos en este trabajo, debido a la hipotermia moderada
los cultivos bifasicos a diferencia de los cultivos control, presentaron un incremento en la
expresion de la sialiltransferasa y una disminucién en la neuraminidasa 2, sin embargo,
esto no afecté de manera importante el porcentaje de formas siliadas en la proteina final
entre las dos condiciones de temperatura, como pudo ser verificado en el analisis de
glicosilacion (solo se observé un incremento de 1.65% en la abundacia relativa de los

grupos siliados en el rh-tPA producido en los cultivos bifasicos, ver tabla 20).
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La galactosilacion, como parte del procesamiento de N-glicanos es conducida por un set
de beta-1,4-galactosiltransferasas (B4GALTs), donde la B4GALT1 es la enzima
dominante de esta reaccion ademas de ser indispensable para la glactosilacién de los
N-glicanos (Bydlinski., et al., 2018). Se ha reportado que el aumento unico de la actividad
de la B4GALT1 resulta en un incremento del hasta el 15.21% de las estructuras
completamente galactosiladas de la EPO (Bydlinski., et al., 2018 y Geisler., et al., 2015).
Por otra parte, estudios han demostrado una correlacién entre los niveles de actividad
intracelular de B4GALT1 y los N-glicanos galactosilados terminalmente, la ramificacién
de N-glicanos, la aparicion de estructuras hibridas y la fucosilacion del nucleo reducida
(Geisler., 2015). Ademas de que, en un contexto mas amplio, la enzima B4GALT1
presenta un posible cuello de botella en la sialilacion de los N-glicanos, ya que esta
enzima es requerida para la produccion de N-glicanos siliados (Geisler., 2015). Esto es
funcionalmente significativo, ya que la sialilacién de N-glicanos mejora la vida media
circulatoria de las glicoproteinas, incluidas las glicoproteinas terapéuticas. Por lo tanto,
es deseable tener altos niveles de actividad B4GALT1 en cualquier sistema utilizado para
producir glicoproteinas recombinantes para aplicaciones terapéuticas (Bydlinski., et al.,
2018 y Geisler., et al., 2015).

En este trabajo se encontré un aumento de la expresion del gen de la BAGALT1 debido
a la disminucion de la temperatura, pero, la proporcion de glicanos triantenarios y
tetrantenarios no presento cambios importantes (se observd un incremento en su
abundancia relativa de 1.84 y 1.73% respectivamente en el rh-tPA producido en los

cultivos bifasicos, ver tabla 20).

En este trabajo, ademas de la disminucion del 2.89% en la estructura A2FG2S1 y un
aumento del 2.66% en la estructura A2FG2S2 a comparacién con los cultivos control a
37°C, no se observaron diferencias en el porcentaje de abundancia relativa de las
diferentes glicoformas encontradas en ambas condiciones de temperatura. Si
consideramos que el perfil cromatografico observado en la Figura 21, es similar, tanto
por cromatografia HPLC en fase reversa, como por HILIC entre ambas condiciones de
temperatura se puede asumir que la glicosilacion del rh-tPA final fue similar en ambas

condiciones de temperatura.
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La separacion y el perfil de los glicanos liberados utilizando HILIC junto con un detector
de fluorescencia y en combinacidn con una escalera de dextrano para normalizar los
datos a unidades de glucosa ha sido una de las técnicas estandar durante décadas ya
que es sencilla, relativamente barata, muy robusta, permite la caracterizacion y
perfilacidn de glicanos comparativamente y cuantitativamente en multiples ejecuciones y
sistemas, ademas de que se puede obtener la mayor cantidad de informacién posible
con el minimo de muestra. HILIC también es una forma invaluable de abordar el analisis
estructural detallado e incluso brindar informaciéon sobre estructuras isoméricas las
cuales no se pueden distinguir en MS debido a que tienen M/Z idénticas (Thaysen-
Andersen, 2010; Marifio, et al., 2010). Una de las desventajas de esta técnica es que

esta limitada por una resolucién y un rendimiento deficientes en comparacion con la

deteccion de MS (Thaysen-Andersen, 2010; Marifio, et al., 2010). Cuanto mayor sea la
resolucién de la tecnologia, mas util sera para revelar diferencias entre los perfiles que

se generan.

En este caso, en ninguna de las condiciones evaluadas, fueron detectadas las
estructuras A2G2S2, A1G1S1M4 y A1G1S1M5 reportadas previamente por Spellman et
al. 1989 (los autores hicieron uso de una combinacién de las siguientes técnicas
analiticas: cromatografia HPAE, analisis del enlace glicosidico, GLC-MS vy
espectroscopia H-NMR) y esto puede ser atribuido que la baja presencia de estas
glicoformas (con base en lo reportado por Spellman., et al., el porcentaje relativo es de
A2G2S2 1.0%, A1G1S1M4 2.5% y A1G1S1M5 1.4%) no pudo ser identificada mediante

HILIC (durante el analisis, hubo 3 estructuras que no pudieron ser determinadas).

En el caso de la inmunogenicidad de la proteina recombinante, se ha descrito que las
lineas celulares de mamiferos, como las células CHO, pueden producir estructuras
glicosiladas que son antigénicas en humanos como lo es el caso de el acido N-
glicolilneuraminico (Neu5Gc) (Butler, & Spearman, 2014). Para el caso del rh-tPA, este
tipo de acido sialico no fue detectado, sin embargo, este tipo acido sialico tampoco ha

sido reportado por Spellman., et al. 1989 y Parekh., et al., 1989 en el rh-tPA.

Para el caso de los grupos fucosilados, la abundancia relativa no presento cambios,

unicamente, se observé la disminucion en la glicoforma A2FG2S1 en el rh-tPA producido
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en los cultivos bifasicos. Hasta el momento, no ha sido descrito que cambios en la

fucosilacion de la proteina afecte tanto su actividad como su inmunogenicidad.

Considerando lo anteriormente descrito, en este trabajo se describié un andlisis inicial
de la glicosilaciéon del rh-tPA entre ambas condiciones de temperatura, sin embargo, es
importante volver a realizar el analisis con una muestra mayor de rh-tPA y una
combinacion de metodologias que permitan en analisis mas detallado de la glicosilacion
(por ejemplo, confirmar que el Neu5Gc no se encuentra presente), ya que una de las
limitantes de este trabajo fue que lalinea CHO TF70R no produce una alta concentracion
de rh-tPA y la muestra obtenida fue apenas suficiente para llevar a cabo el analisis por
HILIC (100 pg).

Debido a que la alta actividad de rh-tPA en sangre conduce a hiperfibrindlisis y causa
sangrado excesivo; mientras que la baja actividad de rh-tPA conduce a hipofibrindlisis,
una condicién que aumenta los riesgos del paciente de sufrir una trombosis arterial es
importante realizar un analisis de actividad de la proteina para evaluar posibles cambios

en la actividad del rh-tPA producido bajo condiciones de hipotermia moderada.

En resumen, en este trabajo se alcanzé un incremento en la productividad especifica
mediante el cultivo de células CHOTF70R productoras de rh-tPA en un modo bifasico: a
37°C en la fase de crecimiento y a 30°C en la fase de produccion. El cambio de
temperatura demostré tener ventajas importantes las cuales benefician directamente la
calidad del producto (disminucién de metabolitos toxicos que podrian haber afectado
potencialmente la productividad y calidad del rh-tPA), y como pudo ser demostrado, el
patrén de glicosilacion aparentemente no fue modificado, por lo que esta estrategia de
cultivo representa un procedimiento util para mejorar el proceso de produccion de rh-tPA

sin que se vea comprometida la calidad de la proteina.
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7. CONCLUSIONES

e En este trabajo se demostré que a baja temperatura (cultivos bifasicos a 30°C) la
linea celular TF70R incrementa la productividad especifica del rh-tPA y presentan un
metabolismo disminuido (menor consumo de glucosa y glutamina, asi como una
disminucién en la produccién de metabolitos toxicos como lactato y amonio) a
comparacion con los cultivos control a 37°C.

e Se presentd un método de purificacion del rh-tPA mediante el uso de cromatografia
de afinidad con L-lisina con el cual se puede obtener el rh-tPA purificado con el perfil
caracteristico reportado incluyendo las posibles glicoformas de la proteina.

e Los cambios presentados en la expresion de genes relacionados con la glicosilacion
como el aumento en la galactosiltransferasa y la silaliltransferasa asi como la
dismunucién de la beta galactosidasa y neuraminidasa sugirieron una afectacién en
los procesos de galactosilacion y siliacion, sin embargo, no se observaron cambios
relevantes en el patron de glicosilacion final del rh-tPA entre ambas condiciones de
temperatura.

e La disminucién de la temperatura, en general, no mostré diferencias importantes en
el porcentaje de abundancia relativa de las diferentes glicoformas encontradas, por
lo que puede considerarse que el patron de glicosilacion aparentemente es similar en
ambas condiciones de temperatura.

e El cambio de temperatura demostré tener ventajas importantes las cuales benefician
directamente la productividad especifica sin alterar patron de glicosilacion del rh-tPA
(calidad), representando asi a la hipotermia moderada como un procedimiento util en

el proceso de produccion de rh-tPA.
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8. PERSPECTIVAS

1. Repetir el cultivo en biorreatores evaluando el cambio de temperatura a los 3 dias y
obtener al menos 1L de muestra por condicién para poder purificar una concentracion
mayor de rh-tPA.

2. Analizar posibles cambios en la actividad del rh-tPA debido al cambio de temperatura
mediante ensayos de actividad amidolitica utilizando, por ejemplo, el sustrato
cromogeénico sintético S-2288.

3. Repetir el analisis de glicosilacion separando las variantes tipo | y Il del rh-tPA y
haciendo uso de técnicas como WAX (para separacion de las formas cargadas previo
analisis por HILIC) y HILIC-MS para poder confirmar, con una mayor resolucién, que

no existan cambios en la glicosilacién de la proteina.
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10.Anexos

Tabla 21. Oligonucleétidos usados para el analisis transcripcional.

Funcion

Proteina

Secuencia de oligonucleotidos

Choque frio

CIRP

RBM3

(5-3°)

R:AAA GTC TGG TCA CGA GGC CA
F: AGT GAG CAC CTT GTC CCC AC

R:CCCCGG GAT CTT TGA GTCTC
F: ATG ARC AGG CAC TTG AAG ACC

Glicosiltransferasas

B 1,4 Galactosiltransferasa 1
(BAGALT1)

o 2,3 Sialiltransferasa
(ST3GAL4)

R:GTC CCG ATG TCC ACT GTG ATT
F: TGC GCT TTG ATG GTT TGA AC

R: CTT CACTCC CTT TGG TCC CA
F:GAA CAG CCCATCTTCCTC CA

Glicosidasas

Sialidasa
(NEU2)

Galactosidasa
(GLB1)

o 1,2-Manosidasa 1B
(Man1A2)

R: CACCTC CTC AGC TTG CCA CT
F: CAA GAC GGA TGA GCA TGC AG

R: TGTCGCAGATCGTTGGACATGA
F: AACTTT GGC CTC AGT TGG GA

R: ATG AGG CCG GTAATC CAG ATATAC
F: TCTTTCAACGAGTGGCATGAAG

Transportadores

CMP-SialT

UDP-GalT

R: GCT GAG AAG CCT TTC ATG ATGTT
F:TCT GGTTTG TCATCT TCCTTG CT

R: AAT TCC AGC AGC TAC GAA CCC
F: CACCGCAGCTGT CTTCTC G

Reticulo
endoplasmatico

GRP78

PDI

R: CATCGC CAATCAGACGCTC
F:CGC GTG GAG ATC ATAGCCA

R: GGT GTT TGT GTT GGC AGT GC
F: GAG GCT TGC CCC TGA GTA TG

rt-PA

rt-PA

R: TCT GAA TCG GGC ATG GATTT
F: GGATGC AAT GAA GAG AGG GC
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