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1. ABREVIATURAS

CBP: Carbohydrate Binding Protein (proteina de union a carbohidratos)
CHO: Chinese Hamster Ovary (Ovario de Hamster Chino)

Con A: Concanavalina A

DHFR: Dihidro Folato Reductasa

EGF: Epidermal Growth Factor (Factor de crecimiento epidermal)
FDA: Food and Drug Administration, EUA

GS: Glutamina Sintetasa

e-ACA: Epsilon amino caproic acid (acido -¢- amino caproico)
HBsAQ: antigeno de superficie del virus de la hepatitis B

hGH: human growth hormone (hormona de crecimiento)

LBS: Lysine Binding Sites (Sitios de union a lisina)

MDS: Marcador de seleccion

PAI-I: Plasminogen activator inhibitor type 1

PLG: Plasmin6geno

Pr: Proteina Recombinante

tPA: Tissue plasminogen activator (activador del plasmindgeno tisular)



2. RESUMEN

Las proteinas glicosiladas recombinantes terapéuticas representan un enorme reto
biotecnoldgico debido a su gran demanda mundial para el tratamiento o prevencion de
enfermedades humanas. La busqueda del mejoramiento la produccion de
glicoproteinas terapéuticas es cada vez mayor y ha impulsado su estudio bajo distintos
enfoques, los cuales permitan proponer nuevas estrategias capaces de mejorar los
rendimientos de proteinas heterélogas. Una de estas estrategias es la manipulacion de
los parametros de cultivo, que a su vez desencadenan las respuestas celulares y
moleculares responsables de los cambios en la productividad y en la eficiencia de la
produccién. Recientemente se ha reportado que el cambio de temperatura -desde una
temperatura Optima hacia una hipotermia moderada (llamados cultivos bifasicos por
cambiar de 37 a 30°C) aumenta la produccion de proteinas recombinantes en células
de mamifero, como las de ovario de hamster chino (CHO). Este conocimiento fue
fundamental para el desarrollo del presente proyecto y debido a que, actualmente la
mayoria de las glicoproteinas heterélogas son producidas en células CHO nos dimos a
la tarea de disefiar las estrategias experimentales necesarias para abordar el estudio
de puntos clave de la produccién de una glicoproteina heteréloga de interés médico,
tales como su glicosilacion y su secrecion en el proceso de produccion.

La proteina heter6loga modelo en este trabajo fue el Activador del plasmindégeno
tisular (tPA, por sus siglas en ingles). El tPA es una glicoproteina del tipo proteasa de
serina de 68 kDa también conocida como plasmindgeno tisular vascular o activador
extrinseco, que ejerce su efecto primario en el sistema vascular. Su papel
fisiopatolégico tiene lugar en el remodelado de la matriz, crecimiento de cierto tipo de

tumores y diseminacion, la cicatrizacion de heridas, asi como en algunas infecciones.

Aqui se aporta informacién nueva para la caracterizacion de la produccion del tPA
recombinante en la linea CHO-TF70R bajo condiciones de cultivo bifasico.

Particularmente se determinaron las constantes de crecimiento y viabilidad de los
cultivos de la linea celular CHO-TF70R (productora de tPA heter6logo) a diferentes

tiempos durante el cultivo bifasico. Se estandariz6 un método ad hoc de purificacién de



proteinas glicosiladas provenientes de la fraccion secretada de la linea celular CHO-
TF70R.

El tPA humano fue obtenido en la fase secretada de los cultivos de CHO-TF70R, y fue
identificado mediante la técnica de Western blot y por un analisis de espectrometria de
masas.

Mediante inmunodeteccion se encontraron diferencias entre las cantidades de tPA
secretadas bajo la condicién a 37°C y bajo la de cultivo bifasico, siendo esta ultima
condicién la que presentd un aumento relativo en la produccion tPA en el dia 7.
Finalmente se identificO mediante espectrometria de masas a la proteina humana tPA
heter6loga proveniente de la fraccion secretada y glicosilada del cultivo de la linea
celular CHO-TF70R.

10



3. INTRODUCCION

En 1986 el activador de plasmindgeno tisular (tPA, por sus siglas en ingles) con el
nombre comercial de Activase® se convirtid en la primera proteina recombinante
obtenida a partir de células de mamifero aprobada por la Food and Drug Administration
(FDA) (Collen y Lijnen, 2004). La gran mayoria de estas proteinas heterdlogas
(incluida tPA) son producidas en células de ovario de hamster chino (CHO) (Kaneko et
al., 2010). Adicionalmente, existen otras lineas celulares usadas para producciéon de
biofarmacos como las células de mieloma de raton (NSO), de rifion de hamster bebé
(BHK), de rifidn embrionario humano (HEK-293) y células de retina humanas (Wurm,
2004).

En la actualidad aproximadamente un 70 % de todas las proteinas recombinantes con
interés farmacéutico son producidas en células de mamifero (Wurm, 2004), la razén por
la que los cultivos de dichas células sean el sistema dominante para la produccion de
proteinas recombinantes humanas con aplicaciones clinicas, es su capacidad de
mimetizar la expresion, el plegamiento y las modificaciones postraduccionales de
proteinas de homo sapiens (Wurm y Hacker, 2011). En comparacion con otros
sistemas de expresion heterdloga tales como bacterias, plantas y hongos, las lineas
celulares de mamifero poseen la eficiencia y especificidad para realizar modificaciones
complejas e indispensables para la actividad de algunas proteinas recombinantes tales
como la glicosilacion (Wurm, 2004).

Las células CHO fueron aisladas y manipuladas por en 1958 por Puck y de todas las
lineas celulares de mamifero generadas hasta el dia de hoy, se consideran el sistema
preferido para la produccién a gran escala de glicoproteinas recombinantes con uso
terapéutico (Sunley y Butler, 2010). La preferencia se debe a que presentan un
crecimiento rapido, tienen un bajo nimero de cromosomas, pueden ser transfectadas
con facilidad y cuentan con la maquinaria celular para llevar a cabo modificaciones
postraduccionales (Jenkins et al., 1996).

Adicionalmente, las células CHO fueron disefiadas para ser deficientes en la actividad
de la dihidrofolato reducatasa (DHFR) (Wurm y Hacker, 2011). La DHFR es una enzima
monomeérica, que cataliza la conversion del acido félico, una vitamina, a tetrahidrofolato

(THF). Este udltimo es un cofactor de transporte de una fraccion de carbonos que
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participan en varias reacciones biosintéticas, especificamente en la sintesis de glicina,
purinas y timidina. Una célula deficiente en la actividad de la DHFR, requiere la adicion
de glicina, hipoxantina y timidina (GHT) en el medio para que esta sobreviva. Lo que
permite implementarlo como un sistema de seleccion, basado en la insercion del gen
de DHFR en combinacion con el gen de interés. El sistema con DHFR también permite
una amplificacion eficiente del DNA clonado. Cuando las células son cultivadas a altas
concentraciones de metotrexato (MTX), un analogo del acido félico que inhibe la
actividad enzimatica de la DHFR, las células transfectadas deben adaptarse a la
disminucién de la actividad de la DHFR. La sola presencia de un gen exégeno DHFR
es insuficiente para vivir en estas condiciones. De hecho, las células sobrevivientes
deben de haber ampliado el nimero de copias de DHFR para resistir a estas
condiciones (Wurm y Hacker, 2011). Finalmente, las lineas celulares CHO han sido
clasificada dentro del nivel de nivel de bioseguridad I, lo cual implica la ausencia de

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

4. LAS PRIMERAS PROTEINAS RECOMBINANTES: OBTENCION Y AVANCES
BIOTECNOLOGICOS

Las herramientas en el campo de la biologia molecular nos han permitido cruzar las
barreras entre especies y producir proteinas de nuestro interés en especies de nuestra
seleccién (hospederos). Esta capacidad nos ha provisto de un gran numero de
proteinas recombinantes de uso terapéutico y para varias aplicaciones industriales y de
diagnostico. Las herramientas esenciales para la producciéon de proteinas
recombinantes son el gen o la porcion de cDNA que codifica para la proteina de
interés, un vector de expresién y un sistema biolégico (sistema de expresion u
hospedero) que podra transcribir y traducir el transgén en esa proteina de interés
(Desai et al., 2010). Durante un largo periodo de tiempo se ha desarrollado un gran
repertorio de sistemas de expresion, Escherichia coli fue el pionero en sistemas de
expresion en el cual la primera proteina terapéutica, la Somatostatina, fue exitosamente
expresada aunque su produccion no fue llevada a niveles industriales (Desai et al.,
2010). La insulina humana fue el primer producto recombinante que se produjo

industrialmente y fue aprobado por la FDA para su uso clinico en seres humanos
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(Bolivar Zapata, 2007). Posteriormente, E. coli fue sujeta a varios cambios como
sistema de expresion para producir proteinas terapéuticas mas complejas (Sorensen y
Mortensen, 2005).

Otra &rea de gran interés para le medicina, en donde los métodos de la ingenieria
genética y la biotecnologia han tenido un gran impacto, es la produccién de anticuerpos
monoclonales (glicoproteinas) dirigidos no solo contra agentes infecciosos, como virus
y microorganismos patdgenos. De igual forma, se han producido anticuerpos contra
cierto tipo de tumores carcin6genos y también como sistemas de diagnéstico (Bolivar
Zapata, 2007). Por lo que otros sistemas de expresion, tales como levaduras, insectos,
plantas, animales transgénicos y células de mamifero (Wurm, 2004) fueron
involucrados gradualmente para la produccién de proteinas humanas cada vez mas
complejas (Desai et al 2010), ya que las glicoproteinas recombinantes requieren de ser
plegadas, modificadas co y postraduccionalmente y excretadas para ser funcionales en

el cuerpo humano (Bolivar Zapata, 2007).
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Figura 1. Imagen representativa del desarrollo de proteinas recombinantes en los diferentes
sistemas de expresion; levadura, bacterias, insectos, pantas y animales transgénicos y células
de mamifero. HBsAg (Antigeno de superficie de la hepatitis B), hGH (Hormona del crecimiento),
ATryn (Antitrombina recombinante humana (Desai et al., 2010).

4.1 VENTAJAS DE LAS CELULAS DE MAMIFERO Y CULTIVOS EN SUSPENSION

Las lineas celulares en cultivo son una poderosa herramienta en la investigacion
basica, con alcances en areas biotecnoldgicas y farmacéuticas. Para que un sistema
de expresion se considere util debe de (i) ser capaz de producir la proteina
correctamente plegada y funcional, incluido el procesamiento postraduccional, (ii) tener
una buena productividad, (iii) ser facil de manipular, y estabilizar, (iv) ser seguro y
econdémico y (v) permitir un facil aislamiento (Desai et al., 2010).

Las células CHO son el modelo bioldgico por excelencia para la produccién a gran
escala de glicoproteinas recombinantes humanas de uso terapéutico (Tabla 2), sin
embargo, su principal desventaja es la baja productividad obtenida en comparacion

con sistemas de expresion basados en células procariotas (Tabla 1).
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Tabla 1. Comparacion de los diferentes sistemas de expresion para la producciéon de

proteinas heterdlogas (Desai et al., 2010).

Sistema

Bacteria
Hongo
CClI
CCM

AT

ccp
PT

CP TP Capacidad
de
produccion

bajo corto alto

mediano mediano alto

alto mediano  Mediano

alto largo muy bajo

alto muy bajo
largo

bajo corto alto

muy largo muy alto

bajo

Nivel de
expresién

alto

bajo-alto
bajo-alto

bajo-
moderado
moderado-alto

moderado-alto
moderado-alto

Glicosilacion

ausente
alta MANO
alta MANO
SH

SH

DM
DM

Costo de
Almacén

Moderado
Moderado
caro
caro

caro

barato
barato

CP= costo de produccion, TP= tiempo de produccion, CCl= cultivo celular de insecto, CCM= cultivo

celular de mamifero,

transgénicas, MANO= manosilacion

AT= animales transgénicos, CCP= cultivo celular de planta, PT= plantas

Tabla 2. Productos biologicos aprobados por la FDA producidas en células CHO
(Jayapal et al., 2007).

PRODUCTO TIPO USO TERAPEUTICO PRODUCTOR ANO DE
APROBACION
(FDA)
Myozyme a-glucosidasa Cancer colorectal Amgen 2006
metastasico
Naglazyme N-acetilgalactosamina-  Mucopolisacaridosis BioMarin 2005
4-sulfatasa VI Pharmaceutical
Advate Factor VIII Hemofilia A Baxter 2003
Xolair Anti-IgE mAb Asma Genentech 2003
severo/moderado
Humira Anti-TNFa mAb Artritis Reumatoide Abbott 2002
Aranesp Eritropoyetina Anemia Amgen 2001
Campath Anti-CD52 mAb Leucemia linfocitica  Genzyme, Bayer 2001
cronica
Herceptin Anti-HER2 mAb Cancer de seno Genentech 1998
metastasico
Benefix Factor IX Hemdfilia B Wyeth 1997
Cerezyme B-glucocerebrosidasa Enfermedad de Genzyme 1994
Gaucher

Pulmozyme Deoxiribonucleasa | Fibrosis cistica Genentech 1993
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4.2 IMPORTANCIA BIOLOGICA DE LA GLIC}OSILACION Y SUS IMPLICACIONES
EN PROTEINAS HUMANAS DE USO TERAPEUTICO

La glicosilaciéon protéica - como se conoce al proceso quimico en el que se adiciona un
glicano a wuna proteina- es una de las mas importantes modificaciones
postransduccionales. Aproximadamente un tercio de las proteinas de interés
farmacéutico son glicoproteinas (Huijuan y d"Anjou, 2009). Una glicoproteina puede
tener distintas funciones biolégicas, como dar estructura, ser fuente de energia,
participacion en la union con carbohidratos (CBPs), entre otras. (Meynial-Salles y
Combes, 1996).

Los oligosacaridos presentes en las glicoproteinas han sido clasificados dependiendo
de las regiones de unién del glicano al péptido. Estos se pueden unir a la cadena
peptidica de diferentes formas, siendo las tres principales:

() Mediante un enlace N-glucosidico a la cadena lateral de un residuo de asparagina
(Asn), a condicion de que esté presente la secuencia Asn-X-Ser/Thr (donde X es
cualquier aminoacido a excepcion de Prolina (Pro)), a esto se le conoce como N-
glicosilacion. Todas las uniones formadas por lo glicanos unidos a proteinas tienen en
comun un nucleo o “core” (Jenkins et al., 1996) de pentasacarido compuesto de dos
residuos de N-acetilglucosamina y tres residuos de manosa (MansGIcNAc,), este
pentasacarido puede ser substituido de tres formas para generar tres tipos de N-
glicoproteinas:

a) Alta manosa o del tipo oligomanosidico: los extremos soélo contienen residuos de
manosa.

b) Complejos o del tipo lactosaminidico: el nucleo principal es sustituido por una
manosa y varias unidades de acido N-acetil-lactosaminidico. Estas cadenas
pueden a su vez clasificarse de acuerdo a su patron de ramificacion en:
biantenaria, triantenaria o tetratenaria.

c) Hibridos: Las cadenas de oligosacéaridos de este tipo tienen caracteristicas de

las dos anteriores (alta manosa y complejos) ( Figura 2)
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(i) A través de un enlace O-glicosidico a la cadena lateral de Ser o Thr, ésto es la O-
glicosilacion, esta glicosilacion es muy amplia en proteinas del tipo estructural como
los proteoglicanos.

(i) Por medio de los carbohidratos cuya participacion sea como ancla del
glicofosfatidilinositol, usado para retener algunas proteinas a la membrana celular.
(Meynial-Salles y Combes, 1996).

Mientras que la funcion biolégica de muchas proteinas terapéuticas son principalmente
definidas por los aminoacidos que lo componen, los carbohidratos que conforman a las
glicoproteinas de uso terapéutico son determinantes de algunas propiedades
farmacoldgicas incluyendo estabilidad, solubilidad, biodisponibilidad, actividad in vivo
farmacocinética e inmunogenicidad (Hujian y d’ Anjou, 2009).

Adicionalmente, los glicanos juegan un papel muy importante en el mantenimiento de
las glicoproteinas, asi mismo proveen proteccion contra la degradacion por protedlisis
y mejoran la solubilidad en el medio e inhiben la agregacion de proteinas. Todos los
factores descritos, son tomados en cuenta en el desarrollo y optimizacion de
glicoproteinas de uso terapéutico con la finalidad de proporcionar tratamientos mas

eficaces (Huijuan y d’ Anjou, 2009).
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Fig. 2 Tipos de N- glicosilacion (Meynial-Salles y Combes, 1996).

43 IMPORTANCIA BIOLOGICA DE LA VIA DE SECRECION DE
PROTEINAS

Todas las proteinas producidas en la célula eucariota (excepto las sintetizadas a

través de los ribosomas mitocondriales y cloroplasticos) inician sus sintesis en
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ribosomas citosolicos. Existen distintos destinos celulares para los diferentes tipos de
proteinas sintetizadas en los ribosomas citosélicos de las células eucariotas,
dependiendo de la ausencia o presencia de diferentes sefiales dentro de la secuencia
proteica que determinara su destino final. Por ejemplo algunas secuencias sefial,
dirigen a las proteinas hacia la via secretora y exocitosis, enviandola inicialmente hacia
las membranas del Reticulo Endoplasmatico (RE), para su sucesivo transporte hacia el
aparato de Golgi, y que posteriormente se puede enviar hacia diferentes organulos de
destino o ser secretada al exterior celular. (Lodish et al., 2004)

El RE rugoso (RER) es el sitio de la sintesis y maduracion de las proteinas que entran
en la via secretora. Las proteinas sintetizadas por esa via en el RER son
glicoproteinas integrales de membrana, proteinas destinadas a la secrecion
extracelular y las enzimas lisosomales.

Las proteinas sintetizadas en el RER tienen normalmente en su extremo amino
terminal (NH,) una secuencia de aproximadamente treinta aminoacidos cuyos radicales
son predominantemente hidrofobos, que recibe el nombre de “péptido sefial” que se
une a una particula de reconocimiento de la sefial, SRP (acrénimo de "Signal
Recognition Particle” en inglés). La sintesis de estas proteinas comienza en los
ribosomas libres en el citosol, la interaccion entre la secuencia sefial y la particula SRP
para temporalmente la traduccion de la proteina por el ribosoma. El complejo se acopla
entonces con sitios de anclaje de la membrana del RE (al receptor de la SRP), la

particula SRP se separa, y la traduccion se reanuda y la proteina en nacimiento va

atravesando un poro transmembrana llamado "translocén™ (un canal construido de
proteinas) en la membrana del RE (Alberts et al., 1994)

Las proteinas solubles que no van a estar embebidas en la membrana pierden su
secuencia sefal al ser escindida de la cadena polipétidica por una enzima llamada
‘peptidasa sefial” ubicada en la cara luminal de las cisternas del RER, por lo que la
proteina se transfiere por completo al lumen del RER. Si las proteinas solubles no son
residentes del RER (e.g. proteinas lisosomales o de secrecion), entonces siguen su
ruta dentro de la via secretora (Lodish et al., 2004).

En la via secretora, las proteinas (generalmente glicoproteinas) destinadas a ser

secretadas al espacio extracelular o insertadas en la membrana plasmatica se
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embarcan en un viaje intracelular controlado a través de diferentes compartimentos del
sistema de endomembranas. Las glicoproteinas son enviadas en vesiculas revestidas
de transporte a la cara cis del aparato de Golgi, pasan por los distintos compartimentos
(cis, medial y trans) del aparato Golgi en vesiculas, o por maduracioén de las cisternas
del Golgi) donde seran modificadas (principalmente los oligosacaridos que portan) y
son empaquetadas en vesiculas de secrecion producidas por gemacion controlada en
la red trans del Golgi (TGN, acrénimo de Trans Golgi Network, en inglés). Las
glicoproteinas finalmente seran llevadas hasta la membrana plasmética donde la
membranas de la vesiculas se fusionaran finalmente con la membrana plasmatica para
liberar por exocitosis al espacio extracelular los contenidos en las mismas (Figura 3).
La exocitosis representa la culminacion de la via secretora de la célula eucariota.
Ademas, durante el proceso de fusion las bicapa lipidicas de las vesiculas secretorias
se integran en la membrana plasmatica aumentando la superficie de esta Ultima
(Lodish et al., 2004).
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Figura 3. Via de secrecion de proteinas. Imagen que esquematiza la forma en la que una
proteina es ensamblada (RER), y la ruta que sigue, en la que esta sale del reticulo
endoplasmatico, donde es transportada al aparato de Golgi, para posteriormente ser secretada.

La actividad proteolitica de las proteinas secretadas por las células es un elemento
indispensable para la proliferaciéon y migracion y modelaje celular. Esta actividad esta
dada por una bateria de enzimas y zimdgenos secretados por la célula hacia el espacio
extracelular. Las colagenasas, metaloproteasas, elastasas y otras enzimas
degradativas conforman el amplio mundo de proteasas que se encargan de degradar la
matriz extracelular. En condiciones normales la actividad proteolitica es modulada por
el entorno celular e inclusive por la propia matriz extracelular. Por ejemplo, La
plasmina es una importante enzima degradativa que es secretada por la célula como
zimégeno, denominado plasmindgeno. El plasmindgeno queda retenido en la matriz
extracelular no teniendo actividad proteolitica sobre ella. La molécula que convierte al
plasmindgeno en plasmina se denomina Activador de Plasmindgeno y es secretada por
la célula en respuesta a ciertos estimulos. Existen dos tipos de activadores de
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plasminégeno el uPA (urokinase plasminogen activator) que se describio originalmente
en la orina, de donde proviene su nombre y el tPA (tissue plasminogen activator). Estos
convierten al plasminégeno en plasmina que a su vez actta sobre la fibronectina, la

laminina y colagenasas latentes que resultan asi son activadas (Alberts et al., 1994)

5. EL PAPEL DEL ACTIVADOR DEL PLASMINOGENO TISULAR

5.1 GENERALIDADES DEL SISTEMA DEL PLASMINOGENO (FIBRINOLITICO)

El sistema del plasmindgeno (fibrinolitico) comprende una pro-enzima inactiva, el
plasmindégeno, que puede ser convertida a la enzima activa, la plasmina. La plasmina
degrada a la fibrina y activa a las metaloproteinasas de matriz (MMPs, por sus siglas en
inglés), que una vez activas, degradan la matriz extracelular. Hasta la fecha han sido
identificados dos activadores fisiolégicos del plasmindgeno: activador del plasmindgeno
tisular (tPA) y el plasminégeno activado por uroquinasa (UPA). La inhibicion del
sistema MMP/ plasmindgeno, es mediada por el activador del plasminégeno, mediante
inhibidores especificos de cada uno, al nivel de la plasmina, principalmente por la a2-
antiplasmina (PAl), o a nivel de los MMP, por los inhibidores de los MMP (MMPI). La
doble funcién del sistema del plasminégeno esta bien establecida. La via mediada por
el tPA esta involucrada principalmente en la homeostasis de la fibrina, y la via mediada
por el uPA esta principalmente involucrado en fenébmenos como la migracion celular y
remodelacion tisular. En consecuencia, el término “sistema fibrinolitico” se ha
convertido en insuficiente y, para ello, se sustituyen por “sistema del plasminégeno”.
Hasta este momento la mayoria de los componentes que conforman este sistema, con
excepcion de los PAI, se han identificado y caracterizado bioquimicamente en la terapia
trombolitica (Collen, 1999).

El papel fisiopatolégico del sistema del plasmindgeno se deduce de las correlaciones
entre los niveles de sus componentes y los estados clinicos de ciertas patologias, en
las que se determina su papel en la biologia vascular, el remodelado de la matriz,
crecimiento de cierto tipo de tumores y diseminacion, la cicatrizacion de heridas, asi
como su participacion en algunas infecciones, por tanto, las aplicaciones terapéuticas

del sistema del plasmindégeno son diversas (Collen, 1999).
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Dos peculiaridades bioguimicas son comunes en el mecanismo activador de las
enzimas de la coagulacion y de la fibrindlisis: (i) Las reacciones se inician y propagan
en una superficie epitelial (endotelio), (i) las reacciones se organizan en un sistema
gue se amplifica enzimaticamente (cascada). La secuencia de eventos enzimaticos que
conducen a disolver un coagulo es el resultado de un equilibrio dinamico entre grupos
diferentes de proteinas. Algunas actian como generadores de plasmina
(plasmindégeno, activadores, fibrina), otras como inhibidores de la fibrindlisis (a2
antiplasmina, PAI 1) (De la Pefia Diaz y Anglés-Cano, 2008).

Las proteasas fibrinoliticas generalmente existen en forma de zimogenos, una
molécula de cadena simple que es activada cuando se corta un enlace peptidico.
Todas las proteasas de serina activas se cortan en un enlace arginina y/o lisina. En el
caso de las proteasas fibrinoliticas, los productos resultan en moléculas de doble
cadena unidos por uno o mas puentes disulfuro. La estructura tipica de este tipo de
proteasas es que en su amino terminal contienen varios dominios (cadena A) y en el
carboxilo terminal es donde se encuentra el dominio proteasa de serina (cadena B)
(Booth y Bachmann, 2006).

La plasmina es una enzima fibrinolitica protagbénica; es una proteasa de serina
parecida a tripsina que degrada a la fibrina y es generada por la activacion de su
zimogeno, el plasminégeno. Es una molécula bicatenaria compuesta por una cadena
pesada derivada de la porcion amino terminal, que contiene 560 aminoacidos y 5
dominios anillados o “kringles”. El dominio Kringle es un dominio de proteinas plegadas
a manera de grandes bucles estabilizados por tres enlaces disulfuro. Estos dominios
son importantes en las interacciones proteina-proteina en co-factores de coagulacion
de la sangre, en donde se localizan los lugares de union a lisina (lysine binding sites;
(LBS) por sus siglas en inglés), y una cadena ligera derivada de la posicion carboxilo
terminal compuesta por 241 aminoacidos, que contiene el centro activo formado por los
aminoacidos serina (Ser), histidina (His) y acido aspartico (Asp).El nombre proviene del
pastel escandinavo “kringle”, debido a su forma similar. (De la Pefla Diaz y Anglés-
Cano, 2008).
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El plasminégeno humano (PLG) es el zimogeno de la proteasa plasmina. Es una
glicoproteina monocatenaria de 92 kDa formada por 791 aminoacidos y un 2%
aproximado de carbohidratos. En un adulto la concentracion en plasma de PLG es
aproximadamente de 200 mg/L. El tiempo de vida media del PLG nativo, que posee un
acido glutamico (Glu) en su amino terminal (Glu-PLG) es aproximadamente de 2.2 dias,
y el PLG degradado (Lys-PLG) tiene un tiempo de vida media mas corto de 0.8 dias. El
principal sitio de produccion de PLG es en el higado, pero el PLG esta presente en el
espacio extravascular de varios tejidos como en el rifion y la cornea asi como en
algunas células sanguineas como los eosinofilos que también son capaces de
sintetizarlo. Su cadena A esta formada por 5 regiones “Kringle”, cada uno formado
aproximadamente por 78 — 80 aminoacidos. Funcionalmente estas regiones “kringles”
le dan a PLG la habilidad para unirse a residuos de lisina expuestas de la fibrina, a2-
antiplasmina, colageno, tetranectina y receptores celulares. ElI dominio catalitico
(cadena B) esta conformado por 230 residuos de aminoacidos y tiene homologia con la
familia de la tripsina. La activacion de plasmindgeno a plasmina se lleva a cabo
mediante un corte en Arg 561- Val 562 (Booth & Bachmann, 2006).

5.2 CARACTERISTICAS DEL ACTIVADOR DEL PLASMINOGENO TISULAR

El activador de plasmindgeno tisular (tPA) es una glicoproteina del tipo proteasa de
serina de 68 kDa también conocida como plasmindgeno tisular vascular o activador
extrinseco, conformada por 527 aminoacidos. Ejerce su efecto primario en el sistema
vascular porque es producido y secretado por la células endoteliales. En plasma la
concentracion de tPA es aproximadamente de 5 pg/L. La mayoria del tPA se encuentra
acomplejado con su inhibidor primario, inhibidor del activador del plasminégeno tipo 1
(PAI-1, por sus siglas en inglés) (Booth y Bachman, 2006).

La estructura del tPA (Figura 4) muestra un dominio “finger”, asi como un dominio EGF
(por sus siglas en inglés, factor de crecimiento epidermal), dos dominios Kringle en la
cadena A, mientras que en la cadena B se encuentra el dominio proteasa de serina. El
dominio finger se extiende desde los residuos 6-43. Este dominio esta involucrado en la

unién del tPA a la fibrina. La unidén de este dominio a la fibrina es independiente a los
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LBS presentes en las regiones “kringle”. El dominio EGF (residuos 44-92) se cree que
tiene afinidad sobre receptores de manosa y esta involucrado en la depuracion del tPA.
El kringle 2 tiene afinidad por lisina, mientras que ninguna funcion ha sido descrita para
el kringle 1. La estructura cristalina del dominio kringle 2 del tPA tiene homologia con el
dominio Kringle 4 del PLG. El dominio catalitico del tPA es tipico al de otras proteasas
de serina, con la triada catalitica His 322, Asp 371 and Ser 478. El sitio activo se
reduce gracias a la formacion de cuatro bucles de superficie. El bucle que se forma
alrededor de Arg 299 expone cinco residuos adicionales, Arg298-Arg-Ser-Pro-Gly 302,
que se exponen fuera de la superficie molecular, en una forma similar a un 3-hairpin y
es de fundamental importancia para la interaccion con PAI-1 (Booth y Bachmann,
2006).

El tPA es secretado como una molécula monocatenaria (sctPA, simple chain tPA)
pero puede ser facilmente convertido a una forma bicatenaria (tctPA, two chain tPA) por
la plasmina, quien realiza un corte en el enlace peptidico en Arg275-1le276.
Sorprendentemente la sctPA no es un zimégeno en la presencia de fibrina, pero su
actividad proteolitica es cercana al del sctPA. El tPA es un activador ineficiente del PLG
en la ausencia de fibrina, pero en su presencia la activacién del plasmindgeno es

potenciado. (Collen y Lijnen, 2004).

Figura 4. Estructura terciaria del activador del plasminégeno tisular (tPA). P00750
(www.pdb.org).
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Figura 5. Representacién esquematica de la estructura primaria del activador de plasminégeno
tisular, donde se muestran los cinco dominios. La flecha indica el sitio de corte, donde el
activador de plasminégeno tisular se convierte en tPA de cadena sencilla a doble cadena.
(Collen y Lijnen, 2009).

5.3 GLICOSILACION EN EL ACTIVADOR DEL PLASMINOGENO TISULAR

El tPA posee 4 sitios de posible N-glicosilacion (Asn-117, Asn-184, Asn-218 y Asn-
448) de los cuales solo el de Asn-184 es de ocupacion variable y el sitio Asn-218 no
puede ser ocupado por que presenta una secuencia Asn-Pro-Ser donde la prolina

interfiere con los procesos de N-glicosilacion de los residuos de Asn por la rotacion de

26



la misma. De esta forma el tPA se produce, como una mezcla de dos glicoproteinas:
tPA del tipo | (tPA- 1), el cual posee los tres posibles sitios de glicosilacion ocupados
(Asn-117, Asn-184 y Asn-448) y el tPA del tipo Il (tPA-Il), el solo posee dos sitios
posibles de glicosilasilacion (Asn-117 y Asn- 448), lo anterior se ha observado tanto en
sistema nativos como recombinantes (Andersen et al., 2000). El residuo Asn-1117 es
predominantemente  N-glicosilado con estructuras del tipo alta manosa
(oligomanosilacion), mientras que los residuos Asn-184 y Asn-448 son asociados
predominantemente a estructuras del tipo complejo, esto se ha observado que es
conservado tanto en tPA recombinantes, en sistema de células de mamifero (CHO)
como el tPA nativo (Spellman et al., 1989). Asimismo, se ha determinado que la
glicosilacion del Asn-184 no interfiere con el procesamiento de glicanos en los deméas
sitios de ocupacion. Por otra parte, en el tPA-I se observo la presencia de glicanos en
Asn-184, el cual restringe el acceso de algunas enzimas de glicosilacion al sitio Asn-
448 (Rudd et al., 1995).

La glicosilacion sobre el residuo Asn-184 tiene influencia sobre las propiedades
biologicas del tPA (Mori et al, 1995) ya que la actividad especifica fibrinolitica del tPA-II
ha mostrado ser alrededor del 50% mayor que la actividad mostrada del tPA-I
(Spellman et al., 1989). Asi como una mayor afinidad por la lisina y fibrina por lo tanto
una mayor actividad fibrinolitica (Mori et al., 1995). Lo cual sugiere la presencia de un
glicano en Asn-148 que interfiere con la unién del tPA con la lisina del plasminégeno
(Rudd et al., 1995). Otro parametro que es alterado por la composicion de
carbohidratos del tPA es la tasa de depuracion en el torrente sanguineo, ya que
estudios recientes han demostrado que al bloquear los receptores de manosa con
ovoalbumina, tanto de los hepatocitos como las células de Kupffer, el tPA no es
endocitado. Sugiriendo, que los receptores de manosa en estas células son los
principales receptores afines del tPA para su depuracion. Ademas de que estos
estudios demuestran que el tPA posee mayor afinidad a estos tipos de receptores que
otro tipo de glicoproteinas. (Otter et al., 1991)

27



6. DEMANDA MUNDIAL Y PRODUCCION INDUTRIAL DE PROTEINAS
RECOMBINANTES

Las proteinas recombinantes con fines terapéuticos representan uno de los principales
impulsores de crecimiento econémico en la industria biofarmacéutica por seguridad en
Su uso, asi como un beneficio clinico eficaz. Sin embargo, mientras las proteinas
recombinantes con uso terapéutico han revolucionado el tratamiento a muchas
necesidades médicas; una baja actividad, una rapida depuracion y la inmunogenicidad
siguen siendo desafios para el desarrollo de proteinas en la industria biofarmacéutica
(Huijuan y d”Anjou, 2009).

Las células que sobreviven son transferidas como células Unicas a un segundo
cultivo, asi estas células son cultivadas bajo condiciones especificas para obtener
poblaciones clonales, es decir,una poblacion que se origina de una misma célula y que
las células hijas contienen la misma informacion que la generacion anterior. La
poblacion clonal que presente un crecimiento apropiado y una alta productividad son
tomadas para la produccion de las proteinas recombinantes. El proceso de cultivo es
entonces establecido de acuerdo a todos los requerimientos necesarios (pH, nutrientes,
0., etc.). Todas las proteinas recombinantes son naturalmente secretadas al medio,
donde se realizan los estudios requeridos para determinar su calidad, asi como la

cantidad que es secretada (Wurm, 2004).
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Figura 6. Generacion de lineas celulares y desarrollo del proceso de cultivo para la generacion
de proteinas de interés (PDI).Los vectores con las secuencias de interés se linearizan (el gen
gue codifica para la PDI junto con el MD), posteriormente son transfectadas de manera
simultanea en la linea celular elegida, las células transfectadas poseeran ventajas selectivas y
a partir de una célula transfectada se obtiene una clona. Finalmente esta clona puede cultivarse
bajo las condiciones experimentales requeridas para la obtencion de la proteina recombinante
a pequefia, mediana o gran escala. MDS = marcador de seleccion (Wurm, 2004).

7. PRODUCCION DE_PROTEINAS RECOMBINANTES EN CELULAS CHO Y
ESTRATEGIAS PARA AUMENTAR LA PRODUCTIVIDAD

Las células CHO son las células huésped de mas amplio uso en el mercado para la
produccién de proteinas de uso terapéutico. En un esfuerzo para incrementar la
productividad de las proteinas recombinantes en células CHO, los efectos de varios
pardmetros ambientales tales como el pH, O, y la osmolaridad en los medios para la
produccion de proteinas recombinantes han sido ampliamente investigados (Yoon et
al,2003). Los primeros experimentos en los que se involucra el cambio de temperatura
en cultivos in vitro de células de mamifero fueron reportados hace ya mas de 40 afos
(Wurm, 2004). Sin embargo estudios mas concluyentes han sido publicados
recientemente. Dichos estudios demuestran que las temperaturas sub-fisiologicas
pueden aumentar la productividad de proteinas recombinantes en cultivos sumergidos
(Al-Fageeh et al., 2006).
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7.1 CULTIVOS BIFASICOS

Entre las diversas técnicas implementadas en cultivos de células de mamifero para
aumentar las productividades se destaca la exposicion de éstos a temperaturas sub-
Optimas de crecimiento. (Al-Fageeh et al., 2006). La temperatura es uno de los
pardmetros ambientales clave que influyen en el crecimiento celular y la produccién de
la proteina recombinante en células CHO. Las células de mamifero incluyendo a las
células CHO, se cultivan a 37°C para estimular su crecimiento. Es sabido que la
disminucién de la temperatura por debajo de los 37°C (entre 28 — 34°C), es un método
para mejorar el rendimiento del cultivo (Figura 6). En un cultivo celular a baja
temperatura, disminuye su tasa de crecimiento especifico, pero mejora la viabilidad
celular. Por otra parte con la disminucion de la temperatura de los cultivos también se
puede observar una reduccién en el consumo de glucosa y/o glutamina, reduccién en la
produccion de lactato y formacion de amonio. En general se ha observado la
disminucion en la eliminacién de sustancias de desecho, y una disminucién en la
actividad proteolitica, asi como también puede aumentar la productividad especifica
(Yoon et al., 2003). Sin embargo estos efectos no pueden generalizarse respecto a la
productividad especifica, debido a que no en todos los casos en los que se disminuye
la temperatura con lleva a un aumento en la productividad especifica.

Por ejemplo Kaufmann y colaboradores (1999) reportaron un aumento en la
productividad en la expresion de fosfatasa alcalina secretada (SEAP, por sus siglas en
inglés) en células CHO de 1.7 veces en los cultivos crecidos a una temperatura de
30°C en comparacién con los cultivos a 37°C. Por otra parte Yoon y colaboradores
(2003) reportaron que con la reduccién de temperatura en los cultivos celulares con
células CHO modificadas mediante ingenieria para expresar Eritropoyetina (EPO) y
activador del plasmindégeno tisular (tPA) aumenta la productividad especifica. Sin
embargo, las disminucion de la temperatura sobre células que expresaban
trombopoyetina o anticuerpos humanizados, reducen o no afectan la productividad
especifica, respectivamente (Wurm y Hacker, 2011; Wurm, 2004). Por lo que, el efecto
benéficio de la disminucionde la temperatura es variable dependiendo de la linea

celular y del sistema de expresion que se utilice.
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La implementacion de cultivos bifasicos es una estrategia para alcanzar altas
concentraciones celulares en etapas tempranas de los cultivos y mantenerlas mediante
la disminucion de la temperatura, lo cual en algunos casos mejora la productividad
especifica y también mejorar las productividades volumétricas.

Esta estrategia de cultivo combina los beneficios tanto de trabajar a temperaturas
optimas de crecimiento (alta concentracion celular) como a temperaturas Optimas de
producciéon (aumento de la productividad especifica) disminuyendo las desventajas de
cada una. (Al-Fageeh et al., 2006).

7.2 _TECNICAS ALTERNATIVAS PARA MEJORAR LA PRODUCTIVIDAD DE
PROTEINAS RECOMBINANTES EN LINEAS DE CELULARES DE MAMIFERO

En 2002 Yang y Butler; en una linea celular de CHO productora de EPO describieron
gue a una concentraciébn mayor a 30 nM de amonio, las estructuras de los glicanos
tetrasialidados y tetraantenarios presentaban 73% y un 57% de disminucién en la
proporcién de estas estructuras respectivamente. En 2005, Rodriguez y colaboradores
reportaron estudios sobre la produccién de interferon-f monomérico en células CHO
manipulando las condiciones del cultivo, en el que se agregaron en experimentos
diferentes, butirato de sodio (NaBu), dimetil sulféxido (DMSO) y glicerol, en los que
demostraron que tanto el uso de NaBu y de DMSO aumentan la productividad
especifica. Sin embargo, generan un decremento en la velocidad de crecimiento lo que
resulta en una reduccioén del interferén producido (Yang y Butler, 2002). De igual forma
el glicerol provoc6 una reduccién de velocidad de crecimiento y se observé que a
medida que pasa el tiempo, disminuye la cantidad de sialiaciones. Con la combinacién
de diferentes estrategias se ha aumentado la productividad de IgG en células CHO, tal
y como reportaron Kantardjieff y colaboradores (2010). Ellos incrementaron la sintesis
de IgG al doble con respecto al control, empleando la técnica del cultivo bifasico (de

37° C a 33 °C) mas la adicién de butirato de sodio al medio.
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8. TRABAJOS PREVIOS CON LA LINEA CHO-TF70R

En 2009 se determin6 que la produccion de la proteina recombinante en el sistema
elegido responde favorablemente a la hipotermia y se describié que el mejor tiempo
para iniciar el cultivo bifasico (cambio de temperatura) es a las 48 horas. Pues en este
tiempo se observo una mayor productividad especifica de tPA de 1.44 veces al cultivo
control (37°C), en el que ademas presenta la mayor productividad volumétrica 1.55
veces mayor respecto al cultivo control (Barrén, 2009).

Sin embargo, este trabajo no se estudi6 si el tPA encontrado se encontraba glicosilado

gue es de enorme relevancia para la correcta produccion de tPA humano heterdlogo.

Tabla 3. Efecto del tiempo de cambio de temperatura en el desempefio de cultivos
bifasicos de la linea celular CHO-TF70R (Barrén, 2009).

Cultivo M tPA max gtPA Productividad
(mg/L) (pg/cel-d) volumétrica
(mg/L-h)
Control 37°C 0.37 4.17 2.49 0.034
24 h 0.074 13.9 1.99 0.036
48 h 0.156 11.4 1.44 0.053
72 h 0.151 10.3 1.52 0.047
96 h 0.074 7.7 0.36 0.036
120 h 0.098 6.6 0.12 0.039
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9. HIPOTESIS

La proteina recombinante tPA humana se sobre expresa, se glicosila y se secreta bajo
condiciones de cultivo de hipotermia moderada (cultivo bifasico) en la linea celular
CHO-TF70R.
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10. OBJETIVOS

10.1 OBJETIVO GENERAL
Analizar si la proteina recombinante tPA humana se glicosila y se secreta durante la
sobreexpresion inducida por condiciones de hipotermia moderada (cultivo bifasico) en

la linea celular CHO-TF70R.

10.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar las constantes de velocidad de crecimiento y viabilidad de los
cultivos de la linea celular CHO-TF70R a diferentes tiempos y bajo temperatura
optima (37 °C) y en hipotermia moderada (30°C) en el medio de cultivo CD-
OptiCHO de GIBCO.

e Evaluar el consumo de glucosa de los cultivos de CHO-TF70R.

¢ Aislar y determinar los perfiles de proteina citosdlica y secretada de los cultivos
sumergidos de la linea celular CHO-TF70R.

¢ Purificacion de proteinas glicosiladas provenientes de la fraccidén secretada de la
linea CHO-TF70R.

e Determinar mediante inmunodeteccion si el tPA se encuentra en la fraccion
glicosilada y secretada del cultivo sumergido de linea celular CHO-TF70R.

e Analizar la concentracion relativa de tPA en las fracciones del secretoma
glicosilado correspondientes a distintos puntos de la cinética del cultivo bifasico
de la linea CHO-TF70R.

¢ |dentificar mediante espectrometria de masas el tPA humano a partir de la

fraccion glicosilada y secretada del cultivo sumergido de linea CHO-TF70R.
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11. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
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Figura 7. Estrategia experimenta empleada para el andlisis de la produccion, secrecion
glicosilacion e identidad del tPA recombinante obtenido del cultivo bifasico de la linea CHO-

TF70R .
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12. MATERIALES Y METODOS

Cultivos celulares

La linea celular CHO-TF70R fue establecida por medio de la cotransfeccion de los
genes de tPA y DHFR a una linea celular CHO-DHFR®. Los genes estan dirigidos por
el sistema promotor/ potenciador de SV40 (Virus del Simio 40). El medio de cultivo
libre de suero y quimicamente definido utilizado para esta linea celular fue CD-
OptiCHO GIBCO® suplementado con glutamina 6 mM, Insulina 2 pug/mL, penicilina
100 U/ mL, estreptomicina 0.01 mg/mL, Pluronic F-68 Sigma® 0.001 g/L, Metrotexato
200 nM y 4% extracto de levadura. Los cultivos fueron establecidos en frascos
agitados (spinners) de 250 mL con un volumen de trabajo de 100 mL, en una
incubadora de atmosfera controlada a 95% de humedad, 5% CO; y una velocidad de
agitacion de 60 rpm. La concentracion inicial promedio fue de 5 x10° células viables/
mL con una viabilidad superior al 86%. Las temperaturas utilizadas en este estudio
fueron 37 y 30°C. Los cultivos bifasicos, se realizaron con cambios de temperatura
directo, de 37 a 30°C.

Determinacion de metabolitos, concentracion y viabilidad celular

La cuantificacion celular y medicion de viabilidad fue llevada a cabo mediante el conteo
directo en la camara de Neubauer mediante la técnica de exclusion con azul de tripano
(Sandford, 1951; Hidalgo Morales, 2009). La glucosa fue determinada con el equipo
Accu-Check ® Active de Roche™.Se tomé un mL/dia/spinner para la determinacion del
consumo de glucosa. Estas muestras fueron conservadas a -20°C, hasta su
cuantificacion, en el que se usaron tiras de Accu-Check ® Active de Roche®, asi como

Su respectivo equipo segun recomendaciones del fabricante.
Cinética

La cinética se realiz6 empleando 8 spinners, 4 spinners fueron cultivados bajo

condiciones control a 37°C y los 4 spinners restantes fueron cultivado bajo condiciones
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bifasicas (37°C a 30°). El cambio se realiz6 a las 72 horas de ser iniciado el cultivo,

manteniéndose a 30° a lo largo del resto del cultivo.

Determinacion de proteina

Posteriormente a la recoleccion de muestra, el sobrenadante y el concentrado celular
fueron separados mediante centrifugacion, como se describe mas adelante. Se
tomaron las muestras correspondientes a 4 spinners: 2 de ellos a las 120 h (48 h
después del cambio de temperatura), uno bajo condiciones control (37°C) y otro bajo
condiciones de hipotermia moderada (30°C). Los 2 spinners restantes se colectaron al
séptimo dia del cultivo. Los spinners fueron centrifugados en tubos de 50 mL (Falcon)
a 300 rpm durante 5 minutos, el concentrado de células (pellet) fue separado del
sobrenadante, este ultimo fue centrifugado nuevamente a 2500 rpm por cinco minutos,
una vez colocado en tubos falcon de 50 ml y fueron guardados a -70°C hasta el
momento de su purificacion. Debido al gran volumen recolectado y al poco volumen
que acepta la columna de purificacion, se procedio a liofilizar las muestras, esto con el
fin de concentrar nuestra proteina.

Una vez realizada la liofilizacibn se tomo el polvo de cada uno de los matraces y
fueron guardados en tubos de 1.5mL (Eppendorf), éstos fueron resuspendidos en 100

uL de agua MQ para su posterior purificacion.

Preparacion y purificacion de tPA con la columna de afinidad

Se utilizaron dos formas de purificacion utilizando la resina Concanavalina A (Con A).
La primera fue con la columna a la que se prepar6 con sepharose Con A de Sigma ® y
la segunda se realizo con el kit Qproteome Mannose Glycoprotein de QIAGEN ®, que
utiliza la lectina Con A, lectina especifica para manosa. Para empacar la columna, se
tomo un mL de Con A y se coloco en una columna de 5 mL, se hicieron pasar dos
volimenes de etanol al 70% y dos voliumenes de Buffer de pegado (CH3COO'Na 0.1
M, NaCl 1M, MnCl, — 4 H,O 1 mM, NaN3 0.01% y CaCl, - 2H,0O 1mM) y se conservo a
una temperatura de 4°C.
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El sistema usado para la purificacion de tPA consta de una bomba peristaltica
(BIORAD Econo Pump EP-1),de baja presion, acoplado a un cromatografo (BIORAD)
asi como un colector de fracciones (BIORAD Fraction collector model 2110), estos

equipos acoplados a la columna de Con A preparada y empacada previamente.

Antes de la purificacion de las muestras, se realizé un lavado de las mangueras del
equipo con una solucién 0.5 M de hidréxido de sodio (150 mL), posteriormente fueron
enjuagadas con agua Mili Q (500 ml). La columna fue acoplada al sistema y se preparo
usando 6 voliumenes (1 volumen es igual a 10 ml) de buffer de pegado (CH3COONa
0.1 M, NaCl 1M, MnCl, 4H,O 1 mM, CaCl, 2H,0O, NaN3 0.01%). Posteriormente, la
muestra se desposito en la columna de manera manual, se inicid la cromatografia a un
flujo continuo de 0.5 mL/ min. Se realizaron gradientes entre buffer de pegado y el
buffer de elucion (CH3COONa 0.1M, NaCl 1 M, MnCl, 4H,O 1mM, NaN3 0.01 % CacCl,
H,O 1 mM y a-metil manosido 0.05 M). El gradiente empleado fue de 100% de buffer
de pegado a un 100% de buffer de elucion pasando por las mezclas de porcentajes
intermedios; las fracciones obtenidas fueron colectadas, marcadas y dializadas con
una membrana Spectra/Por 3 MWCO: 3.500 ® y utilizando el equipo Microdyalizer
system 500 Pierce ® debido a la alta concentracion de sales.

Las porciones colectadas fueron agrupadas en fracciones no glicosiladas (no
retenidas por la columna) y fracciones glicosiladas (pegadas a la columna vy

posteriormente eluidas).
Cromatografia por columna con el Kit Qproteome Mannose Glycoprotein de QIAGEN

Se prepararon y etiquetaron dos columnas, una para cada temperatura (37 y 30°C), se
prepararon 2.5 ml del buffer de pegado con 25 uL de la solucion de inhibidor de
proteasas (100x), de esta solucion preparada se tomaron 500 pL a 50 pL del
sobrenadante, se mezclaron suavemente. Esta mezcla se colocé en la columna
correspondiente, dejando incubar por un minuto, se centrifugé durante dos minutos a

500 rpm, y se lavo dos veces con 750 pL de la primera solucién preparada.
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En un tubo aparte se preparo una alicuota del buffer de elucion (300 uL) y se le agrego
3 UL de la solucion de inhibidor de proteasas. Se cambid la columna de centrifugacion a
un tubo de microcentrifuga limpio. Se hicieron pasar de 100 pL en 100 pL de la
solucién preparada anteriormente, dejando que se incube por un minuto y se centrifugo

por dos minutos a 500 rpm.
SDS-PAGE y Western Blot

La identificacion de tPA fue realizada en geles de poliacrilamida desnaturalizantes
SDS-PAGE que fueron tefiidos posteriormente con Coomassie y/o tincion de plata.
Para los Western Blot (WB) se utilizaron membranas INMOBILON-P Millipore ®, el
marcador de peso molecular utilizado fue de la compafiia Fermentas PageRuler

™Plus Prestained Protein Ladder. Anti-tPA caprino y el secundario es proteina G HRP.

Posterior a la transferencia de las proteinas del gel de poliacrilamida a la membrana,
esta fue bloqueada con albumina (BSA) al 3% por 1 hora en agitacibn suave y a
temperatura ambiente, se lavé con TBS por diez minutos y 2 veces con TBS-tween 20
al 0.05% durante diez minutos, se puso a incubar la membrana con el anticuerpo
primario en una dilucién 1:1000 en TBS-tween 20 durante una hora a una temperatura
de 37°C, se realiz6 un lavado con TBS durante diez minutos y otros dos lavados con
TBS-tween 20 por diez minutos cada lavado. Se realizd la segunda incubacién con el
anticuerpo secundario en una dilucién 1:2000 por un lapso de 1 hora a temperatura
ambiente. Se hicieron dos ultimos lavados con TBS-tween 20 de diez minutos cada uno
y un Jultimo lavado con TBS, para posteriormente ser revelado por 3,3'-
Diaminobenzidine (DAB).
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Geles en dos dimensiones
Preparacion de las muestras (ReadyPrep ™ 2-D Cleanup Kit BIORAD®)/Extraccion de
proteinas

Se transfirieron 100 pL de muestra total proveniente de la linea celular CHO-TF70R a
un tubo eppendorff de 1.5 mL, se agregaron 300 pL del agente precipitante 1 y se
mezcldé suavemente, esto se deja incub6 por 15 minutos en hielo. Transcurrido este
tiempo se agregaron 300 pL del agente precipitante 2, se mezclé hasta homogenizar,
se centrifugaron los tubos a velocidad maxima (14000 rpm) por cinco minutos, hasta la
formacion de un concentrado proteico (pellet). Evitando tocar el pellet, el sobrenadante
se descartod, se volvio a realizar una centrifugacion de 15-30 segundos para eliminar
cualquier residuo liquido que pudiese haber quedado. Se agregaron 40 puL del reactivo
de lavado 1 sobre el pellet y se centrifugd a velocidad maxima por cinco minutos,
posteriormente se agregaron 25 pL de agua mili Q y se sometié a vortex de 10 a 20
segundos, esto con el fin de dispersar el pellet, ya disperso se agregé 1 mL del
reactivo de lavado 2 (prenfriado a -20°C por al menos una hora) y 5 pL del aditivo de
lavado 2, se sometié a vortex por un minuto. Esta mezcla se incubé a -20°C por treinta
minutos, cada 10 minutos de esta incubacion se utiliza el vortex durante 30 segundos.
Posterior a la incubacion, se centrifugé el tubo por cinco minutos a velocidad maxima,
para obtener un pellet mas denso; se descartd el sobrenadante y se realizé una
segunda centrifugada de 15-30 segundos para eliminar el exceso de liquido, a partir de
este punto el pellet tom6 una coloracion blanquecina. El pellet se dejé secar a
temperatura ambiente por no mas de cinco minutos. Este Gltimo se resuspendié en 125
uL en el buffer de rehidratacion 2-D (7 M urea, 2 M tiourea, 4% CHAPS, 40 mM DTT,
0.5% Pharmalyte o IPG buffer, 0.002% azul de bromofenol, 2.5 ml). Esta es una
solucion solubilizante que ayuda a que una mayor cantidad de proteinas sean
solubilizadas y se obtenga una mayor cantidad de puntos en el patron del gel
bidimensional. Finalmente se centrifugd a velocidad maxima por 5 minutos a
temperatura ambiente con el fin de aclarar la muestra de proteina. La muestra se

conservé a -80°C para su posterior andlisis.
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Preparacion para separacion por punto isoeléctrico (ReadyPrep™ 2-D Starter Kit

BIORAD®) y separacion en gel por peso molecular

Electroforesis bidimensional (2D).

Isoelectroenfoque (primera dimension).

El isoelectroenfoque para la estandarizacion de las muestras, se realiz6é en tiras de 7
cm con pH inmovilizado de 3-10.

a) Para las tiras de 7 cm se mezclaron 100 pL de la muestra con 1 pyL de buffer IPG de
pH inmovilizado de 3-10 y el bufffer de rehidratacion

b) La mezcla se colocé en el fondo del sarcofago de isoelectroenfoque (IEF), sobre la
mezcla se puso la tira de acrilamida con pH inmovilizado, con la malla de acrilamida en
contacto con el buffer. Al momento de poner las tiras en el sarcofago se hicieron
coincidir los electrodos (positivo con positivo y negativo con negativo).

c) Finalmente la tira se cubri6 con aceite mineral, con la finalidad de evitar la
evaporacion de la muestra.

d) Los sarcéfagos se colocaron en la unidad de isoelectronfoque PROTEAN IEF cell de
BIORAD.

e) Una vez transcurrido el tiempo de rehidratacién, inici6 el programa de ciclos
empleado para el isoelectroenfoque de las muestras protéicas en funcion de la longitud
de latira, y del rango de pH seleccionado (Tabla 4).

Tabla 4. Programacién de la primera dimension en el PROTEAN IEF cell.

Longitud Rango de pH Voltaje (v) Duracién Volt-hora
Tira h:min kVh
7cm 3-10 Pasol 500V 0:30 0.25

3-10 lineal Paso2 1000V 0:30 0.5
Paso 3 5000 V 1:40 7.5

Equilibrio de la primera dimension

a) Al completarse los ciclos del IEF, las tiras fueron incubadas en agitacion en el buffer
de equilibrio (BE) durante 15 min.
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b) Al terminar este periodo se incuban las tiras en buffer de equilibrio adicionado con

iodoacetamida (125 mg/5 mL de BE) durante 15 min.

Segunda dimension.

La separacion de las proteinas por peso molecular se hizo en SDS PAGE. Se
utilizaron geles al 15% de acrilamida.

a) Se quit6 el exceso de BE y iodoacetamida de las tiras sumergiéndolas en buffer de
corrida (Tris base 25 mM, glicina 192 mM y SDS 0.1% p/v).

b) La tira se coloc6 de manera convencional con el lado positivo hacia la izquierda
(junto al marcador de peso molecular) y con la malla de acrilamida hacia el frente.

c) La electroforesis se realiz6 a 15 mA/gel.

Tincién de geles

Para la tincion de geles con plata se utilizdé el protocolo descrito por Scevchenko y
colaboradores en 1996.

Brevemente se fijo el gel en una solucion de metanol al 50% y acido acético 5%
durante 20 minutos. Se lavé el metanol al 50% durante 10 minutos. Se lavo el gel
durante dos horas en agua Mili-Q. Se sensibilizé el gel con la solucion Na,S,0; al
0.02% durante 1 minuto y se lavo el gel dos veces con agua Mili-Q. Se incubd el gel en
la solucién de AgNO3 al 0.1% durante 20 minutos a 4 °C y se repitieron los lavados con
agua Mili-Q. Se revel6 el gel con la solucion de formalina (formaldehido al 35%) al

0.04% y Na,COs3 al 2%. Para detener la tincion se utilizo acido acético al 5%,

Tincién de Coomassie colidal se usé la técnica de Anderson (1991).
Los geles de poliacrilamida se depositaron en charolas que contuvieran la solucién de
fijacion (50% CH3OH, 3% H3PO,) y se incubaron en agitacion suave durante un minimo

de 2 h. Se removié la solucion fijadora y se lavo cada gel con agua tres veces en
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intervalos de 20 min. Después del ultimo cambio de agua se adicioné la solucién de
pre-tincion (34% CH3OH, 3% H3PO4, 17% (p/v) (NH4),S04). Se incubd una hora y
posteriormente se afiadieron 0.35 g de Commasie R-250 por cada litro de solucion. La
solucién de tincidén estuvo en contacto con el gel entre 18 y 24 horas. Finalmente, se
retird la solucién de tincion y se lavé con agua mili Q hasta que el trasfondo azul fue

eliminado.

Identificacion del tPA por espectrometria de masas MALDI-TOF

Las proteinas separadas por electroforesis fueron cortadas del gel y posteriormente
fueron digeridas con tripsina, con lo que se obtiene una mezcla de péptidos. La masa
molecular de cada uno de los péptidos resultantes de la proteolisis se puede
determinar experimentalmente mediante MALDI-TOF. Esta informacion se conoce
como huella de masas de los péptidos de una proteina o peptide mass fingerprint
(PMF). Por tanto, la proteina analizada puede ser identificada exitosamente cuando se
produce una correspondencia entre los valores experimentales de las masas
moleculares de cada uno de sus péptidos con los valores de masas tedricas esperadas
para una de las proteinas existentes en las bases de datos (Wool et al., 2002;Clauser
et al., 1999). Hoy en dia existen varios programas accesibles via Internet que brindan el
servicio de identificacion de proteinas en linea utilizando la estrategia del PMF y entre
los mas empleados se encuentra el
MASCOT,http://www.matrixscience.com/cgi/search_form.pI?FORMVER=2&SEARCH=
PMF), el ProFound (http://129.85.19.192/profound_bin/WebProFound.exe) y el MS-Fit
(http://prospector.ucsf.edu/ucsthtml4.0/msfit.ntm).

Dichos programas usan la informaciéon primaria suministrada por la espectrometria de
masas la cual es comparada con bases de datos de los cortes proteoliticos predichos
para una determinada digestion, la debe ser reproducible y generar un conjunto de
péptidos que caracteristico para cada una de las proteinas reportadas. Por esta razon,
es posible predecir mediante una digestion in silico el conjunto de péptidos que se debe
generar mediante el tratamiento proteolitico especifico de cada una de las proteinas

almacenadas en las bases de datos de secuencias y por lo tanto se puede calcular

43



tedricamente las masas moleculares de cada uno de los péptidos esperados (Mann et
al., 1993).

La técnica de identificacion empleada emple6 ionizacion y es comunmente llamada
MALDI (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization), fue descrita por Karas vy
Hillenkamp en 1988. En este método de ionizacion los analitos fueron disueltos en una
solucion de un compuesto que absorbe UV, llamado matriz (matrix), y colocado dentro
del espectrometro de masas. Debido a que los solventes se van secando, los
compuestos de la matriz cristalizaron y los analitos quedan contenidos dentro de la
matriz de cristales (Pulsos de laser de luz UV (3-5 ns, 337 nm, 107W/cm2) son
utilizados para vaporizar pequefias cantidades de la matriz donde se incluyen los iones
del analito y llevados a fase gaseosa en el proceso. La ionizacibn ocurre por
protonacion en el ambiente acido producido por los compuestos de la matriz y por la
adiciéon de acido diluido en la muestra. Debido a que con la desorcion por laser la
produccion de iones es discreta y es pequefios paquetes, el MA LDI esta
comunmente combinado con un analizador de tipo time-of-flight (TOF) dando un
sistema de alta sensibilidad (Gevaert et al., 1996)

Mediante MASCOT se realizo la identificacion de proteinas basado en bases de datos
de pesos de péptidos, este software usa métodos probabilisticos para calcular
significancia entre datos. http://www.matrixscience.com/cgi/index.pl?page=/search_
select.html

El procesado automético de los espectros, la generacion de la lista de picos y la
busqueda en la base de datos se llevé a cabo utilizando la combinacion de Mascot
(Matrix Science, Inc., London, U.K) y el programa Protein Pilot 2.0.1 (Applied
Biosystems, Foster City, CA) con el algoritmo Paragon. La identificacion del origen
proteico de los péptidos se llevd a cabo utilizando la base de datos de proteinas del
National Center for Biotechnology Information (NCBI) (NCBInr, National Center for
Biology Information non-redundant) restringida a las secuencias polipeptidicas de las

proteinas humanas.
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En todos los casos, el motor de busqueda (MASCOT) establecié un valor estadistico
de probabilidad o score significativo (a una p > 0,05) como condicion para una
identificacion positiva. La identificacion de las proteinas esta basada en el ProtScore,
con una linea de corte fijada en 1.3, lo que significa un nivel de confianza del 95%.
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13. RESULTADOS Y DISCUSION

Determinacion de la velocidad de crecimiento y de viabilidad de los cultivos de la
linea CHO-TF70R a diferentes tiempos: 37°C y en hipotermia moderada (30°C).

A lo largo de la cinética, se tomaron muestras cada 24 horas para determinar la
concentracion celular (Figura 8) y determinar la viabilidad de los cultivos (Figura 9),
esto mediante la técnica de exclusion con azul de tripano. La mayor concentracion
celular se obtuvo en los cultivos a 37°C 120 horas después de iniciado el cultivo, con
una concentracion promedio de 1.2 x 10 ° cel/mL, mientras que en el cultivo bifasico la
concentracién maxima calculada fue de 1.5 x 10 ° cel/mL también a las 120 horas de
iniciada la cinética (correspondientes a las 48 horas posteriores al cambio de
temperatura). Ambos cultivos, tanto control como bifasico, iniciaron con una velocidad
de crecimiento (p) de 0.021 h™, posterior al cambio de temperatura la velocidad de

crecimiento en los cultivos bifasicos disminuyo a una p de 0.017 h™.
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Figura 8. Cinética de crecimiento de la linea celular CHO-TF70R en cultivo control a 37 °C
grados (¢) y en cultivo bifasico de 37°C a 30°C (m).

46



Con respecto a la viabilidad (Figura 9) se comprob6 que con el cambio de temperatura
(cultivos bifasicos) la vida de los cultivos se extiende. Lo cual correlaciona con los
resultados preliminares encontrados por Barrén en 2009. Se observo que la viabilidad
del cultivo control (37°C) alcanzo el 60% a las 240 h, en comparacién al cultivo bifasico
gue tarddé 360 horas para llegar al 60% de viabilidad, por lo cual se concluyé que el
cultivo bifasico prolonga la vida de las células CHO-TF70R 120 horas adicionales con

respecto al control (Figuras 8).
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Figura 9. Cinética de la viabilidad de la linea celular CHO-TF70R a diferentes tiempos bajo
condiciones de crecimiento control a 37°C (¢) y durante el cultivo bifasico de 37°C a 30°C (m).

Evaluacion del consumo de glucosa de los cultivos como indicador de actividad
metabdlica

En la figura 10 se muestra el consumo especifico de glucosa de ambos cultivos a 37°C
y bifasicos. Se puede apreciar que no hay diferencia significativa en el consumo de
glucosa entre una y otra condicién. Aungque es de esperarse que las células en cultivo
bifasico consuman una menos concentracion de glucosa o en menor tiempo, debido a
la disminucién del metabolismo por el decremento en la temperatura, es posible que el

gasto requerido para la respuesta al estrés por hipotermia moderada requiera de un
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mayor consumo de glucosa. Es probable que otros metabolitos como la glutamina,

glutamato y lactato muestren algun cambio, por lo que en un futuro se analizaran.

Consumo de glucosa/célula/dia
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Figura 10. Cinética de consumo especifico de glucosa por células CHO-TF70R.

Como el cambio de temperatura de los cultivos bifasicos sucede en una rampa de
tiempo, dependiente del liquido en el que se transfiere la temperatura. Se decidio
determinar la cinética de enfriamento se muestra en la figura 11, en la que se observa
gue a los 15 minutos de realizarse el cambio a la incubadora a temperatura sub 6ptima,
el cultivo bifasico alcanza los 34 °C (temperatura maxima subéptima) y a los 70
minutos de haber comenzado el cultivo bifasico, la temperatura ha descendido a 30 °C.

Este dato es importante e interesante, pues las respuestas moleculares ante diferentes
tipos de estrés suceden en diferentes intervalos de tiempo y también en funcion del
tiempo en el que sucede en el estimulo. De ahi que los datos obtenidos posteriormente
son de cultivos bifasicos con una rampa de cambio de temperatura de 37°C a 30°C de
70 min.
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Figura 11. Pendiente de enfriamiento que muestra el tiempo en el que el cultivo en condiciones
control a 37°C, alcanza la temperatura sub optima de crecimiento a los 30°C.

Perfiles de proteina citosélica y secretada de los cultivos sumergidos de la linea
celular CHO-TF70R.

Con la finalidad de determinar las fracciones de proteina citosélica y secretada de la
linea celular CHO-TF70R, se aislaron el paquete celular del sobrenadante para
procesarlos mediante la técnica de separacién de proteinas SDS PAGE 2D. Para
descartar proteinas propias solo del medio. Se corri6 un gel control con muestra
proveniente del medio de cultivo y sin células (Figura 12). Se resolvieron los patrones
correspondientes al proteoma y al secretoma (Figura 13 y 14) de la linea celular CHO-
TF70R lo cual nos permitié evidenciar los perfiles caracteristicos de ambas fracciones.

En las figuras 13 y 14 se muestran los perfiles proteémicos de las proteinas del
citoplasma y de las proteinas secretadas al medio respectivamente. Ambas muestras
en los geles fueron colectadas al tiempo 24 de haber comenzado el cultivo. En este
trabajo se presentan los patrones de proteina total correspondientes al proteoma y al
secretoma de CHO-TF70R resultantes de la estandarizacion de las condiciones de

electroforesis bidimensional.
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Figura 12. Estandarizacion de las condiciones de electroforesis bidimensional para la muestra
correspondiente a medio de cultivo CD-Opti CHO libre de células. Gel 2-D al 15 % de
poliacrilamida, strips 7 cm 3 a 10 pH. Muestra proveniente de medio completo utilizado en los
cultivos celulares, usado cémo control negativo. Tefiido con azul de Coomassie. El marcador
de peso molecular utilizado fue Page Ruler ™ Plus Prestained Protein Ladder de Fermentas ®.

100 kDa
72 kDa
55kDa

35 kDa

25 kDa

15 kDa

Figura 13. Estandarizaciéon de las condiciones de electroforesis bidimensional para la muestra
correspondiente a la proteina citoplasmatica proveniente de la linea celular CHO-TF70 a las 24
horas de iniciado el cultivo. Gel 2-D al 15 % de poliacrilamida, strips 7 cm 3 a 10 pH Perfil
proteomico correspondiente al paquete celular de un cultivo CHO-TF70R. Tefiido con azul de
Coomassie. ElI marcador de peso molecular utilizado fue Page Ruler ™ Plus Prestained
Protein Ladder de Fermentas ®.
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Figura 14. Estandarizacion de las condiciones de electroforesis bidimensional para la muestra
correspondiente a la proteina secretada proveniente de un cultivo de la linea celular CHO-
TF70R alas 24 h de iniciado el cultivo. Gel 2-D al 15 % de poliacrilamida, strips 7 cm 3 a 10 pH
Perfil protédmico correspondiente al secretoma de un cultivo CHO-TF70R. Tefiido con azul de
Coomassie. El marcador de peso molecular fue Page Ruler ™ Plus Prestained Protein Ladder
de Fermentas ®.

Purificacion de proteinas glicosiladas provenientes de la fraccion secretada de la
linea celular CHO-TF70R

La proteina tPA secretada fue purificada por dos métodos de afinidad usando dos
estrategias de purificacién para glicoproteinas. Ambos métodos fueron comparados.
Uno de los sistemas de purificacion usados fue la resina comercial de Sigma ®
empacada sobre una columna de afinidad, y el segundo método fue con el uso del kit
comercial de QIAGEN, las fracciones obtenidas por ambos métodos fueron separadas
mediante cromatografia en gel desnaturalizante unidimensional tefiido con azul de
Coomasie, Se aprecié que las fracciones obtenidas por el método comercial de
QIAGEN se resolvieron mejor, fueron mas abundantes y limpias (el gel se cargé contra
volumen) en comparacion con las mismas muestras de glicoproteina aisladas por
FPLC. Por lo anterior, el método de purificacion de proteinas glicosiladas de QIAGEN
fue seleccionado cémo el método mas adecuado para el analisis de las fracciones
provenientes de los sobrenadantes de cultivos de células CHO-TF70R (figura 15).
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Figura 15. Comparacion entre dos métodos de separacion de proteinas glicosiladas. Gel de
poliacrilamida desnaturalizante al 15%, tefiido con azul de Coomassie, de los carriles 2 al 5,
son muestras de proteina glicosilada aisladas mediante FPLC (carriles del 2 al 5) (= ), en el
siguiente orden: 2. 37°C a las 72 horas del cultivo, 3. 30°C a las 72 horas del cultivo al
momento de realizar el cambio 4. 37°C a las 120 horas del cultivo, 5. 30°C a las 120 horas del
cultivo, con la lectina comercial Concanavalina A de Sigma®. De los carriles 6 al 9, se
muestran porciones de glicoproteinas aisladas mediante el kit Qproteome Mannose
Glycoprotein de QIAGEN® (carriles del 6 al 9) (=), en el siguiente orden 6. 37°C a las 72 horas
del cultivo, 7. 30°C a las 72 horas del cultivo al momento de realizar el cambio 8. 37°C a las
120 horas del cultivo, 9. 30°C a las 120 horas del cultivo . El buffer de elucion que se utilizo
esta compuesto por CH;COONa 0.1M, NaCl 1 M, MnCl; 4H,0 1mM, NaN; 0.01 % CaCl, H,O 1
Mm y a-metil manosido 0.05 M. y el marcador de peso molecular utilizado fue Page Ruler ™
Plus Prestained protein ladder FERMENTAS®.

Determinacion de la presencia del tPA humano en la fraccion glicosilada y
secretada del cultivo sumergido de linea celular CHO-TF70R entre las
condiciones control (37°C) y cultivo bifasico

Posteriormente a la seleccion del método de purificacién, los sobrenadantes
provenientes de los cultivos de la linea celular CHO-TF70R crecidos a 37 °C y en
cultivo bifasico colectados a los tiempos (48, 72, 120 y 168 h) fueron procesados por el
kit Qproteome Mannose Glycoprotein de QIAGEN®. Las fracciones no glicosiladas del
secretoma de la linea celular CHO-TF70R crecida bajo las condiciones (37°C y bifasico
a distintos tiempos) también fueron colectadas. Para apreciar su perfil proteico fueron
resueltas en un SDS PAGE al 15%, se cargaron cantidades iguales en funcion de su
volumen en el siguiente orden: en el carril 2, a las 48 horas del cultivo a 37°C antes de

realizar el cambio, en el carril 3 a las 48 horas al momento del cambio a 30°C, en el
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carril 4 a las 120 horas del cultivo (48 horas del cambio) a 37°C y en el carril 5 a las 120

horas del cultivo (48 horas del cambio) a 30°C (Figura 17).

Las fracciones pegadas, es decir las proteinas glicosiladas, fueron eluidas al final
empleando el a-metil-manosido. Las muestras de glicoproteinas correspondientes al
cultivo a 37 y el cultivo bifasico analizados a distintos tiempos fueron resueltas en un
SDS PAGE al 15%. Dicho gel se tifid con plata y se observaron perfiles proteicos
distintos, correspondientes a las diferentes muestras, en las muestras eluidas a las 48
horas del cambio de temperatura, se apreciaron unas bandas particularmente
abundantes alrededor de los 68 kDa que se enriquecen bajo las condiciones del cultivo
bifasico lo cual coincide con el peso esperado para tPA, lo cual sugiere la sobre
produccién de esta proteina recombinante (Figura 16).

Debido a la observacion de bandas cercanas al peso molecular de 68 kDa en las
fracciones secretadas y glicosiladas se decidio corroborar mediante inmunodeteccion la
presencia de tPA humano secretado y glicosilado.

Asi mismo, se realiz6 una cuantificacion proteica antes y después de la purificacion,
con lo que se determino el porcentaje de recuperacion para cada muestra analizada.
En la tabla 6, se puede apreciar el porcentaje de recuperacion de proteina glicosilada
con el kit Qproteome Mannose Glycoprotein de QIAGEN®, en el que el promedio de
recuperacion de proteina pegada a Concanavalina A, es de un 3% de proteina
glicosilada recuperada en promedio.

Tabla 5. Porcentaje de recuperacion con el Kit Qproteome Mannose Glycoprotein de
QIAGEN®. %P= Pegado, %NP= No Pegado

3.2 3.02 2.48 2.95 4.35 3.56

% P

% NP 93 94 95 96 91 95
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Figura 16. Gel de poliacrilamida desnaturalizante al 10%, tefiido con plata, en el carril uno
marcador de peso molecular de FERMENTAS®, en el carril 2 y 4 se muestra una fraccién de
cultivo control a 37°C, en el carril 2 antes del cambio y en el carril 4 a las 48 horas de haber
realizado el cambio del cultivo (120 horas), en el 3y 5 carril se muestra la corrida electroforética
del cultivo a 30°C, antes de iniciar el cultivo bifasico y 48 horas (120 horas) posterior al cambio
de temperatura. Las cuatro muestras son fracciones eluidas con el kit.

130 kDa -
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:
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55kDa S—
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1 2 3 4 5
Figura 17. Aislamiento de las proteinas no glicosiladas en la fraccion secretada de la linea
CHO-TF70R.Fracciones no glicosiladas correspondientes al secretoma de la linea celular CHO-
TF70R. A partir de los cultivos a distintas temperaturas (37°C y bifasico) se obtuvieron por
centrifugacion los sobrenadantes y una vez liofilizados se procesaron por el kit Qproteome
Mannose Glyicoproteins de QIAGEN. La parte no glicosilada fue cargada en un SDS PAGE al
15%, en el siguiente orden: En el carril uno marcador de peso molecular de FERMENTAS®, en
el carril 2 y 4 se muestra una fraccion de cultivo control a 37°C, en el carril 2 antes del cambio y
en el carril 4 a las 48 horas de haber realizado el cambio del cultivo (120 horas), en el 3y 5
carril se muestra la corrida electroforética del cultivo a 30°C, antes de iniciar el cultivo bifasico y
48 horas (120 horas) posterior al cambio de temperatura
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Identificacibn de tPA en las fracciones del secretoma glicosilado
correspondientes a distintos puntos de la cinética del cultivo bifasico comparado
con el cultivo control a 30°C.

Se determiné mediante inmunodeteccion la presencia de tPA humano secretado y
glicosilado durante las siguientes condiciones: se tomaron muestras a los siguientes
tiempos, 48, 72, 120 y 168 horas del cultivo total, tanto en condiciones control como en
cultivo bifasico.

Como se puede apreciar en la Figura 18, el anticuerpo monoclonal contra tPA
reconocio bandas especificas en el peso esperado, por lo que se concluy6 que existe
tPA glicosilado presente en el medio correspondiente a los cultivos CHO-TF70R.
Adicionalmente se observd un aumento relativo a medida que transcurre el tiempo en
los cultivos bifasicos. Lo que infiere que en los cultivos bifasicos el tPA se esta
glicosilando, es secretado y ademas se acumula, pues aparentemente es mayor al
obtenido en cultivos control a 37°C (Figura 18).

Con el objetivo de identificar plenamente la presencia de tPA humano, se opté por

hacer un analisis con un espectrometro de masas.

100 kDa | &
72kDa iM%’
55kDa
40 kDa

1 2 3 4 5 6 /7 8 9

Figura 18. Western Blot utilizando membranas inmobilon P, en el que se confirma que el
activador del plasmindgeno tisular se esta produciendo en la linea celular TF70R-CHO, con el
siguiente orden, en el carril 1 se encuentra el marcador de peso molecular de FERMENTAS®,
carril 2 y 3, muestras del medio a las 72 horas de iniciado el cultivo a 37 y 30°C
respectivamente, carriles 4 y 5, muestras del medio a las 120 horas a 37 y 30°C
respectivamente, carriles 6 y 7, muestras del medio a los siete dias del cultivo a 37 y 30°C
respectivamente, el carril ocho es medio completo, y en el carril 9 tPA control 5ug (Actilyse ®
BOEHRINGER INGELHEIM).
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Identificacion mediante espectrometria de masas de la proteina tPA humano

Una vez que fue identificado el tPA por inmunodeteccién (figura 16) y que éste
correspondia a la banda cercana al peso molecular de 68 kDa, se cortaron las bandas
correspondientes al peso predicho para tPA humano (Figura 18), para identificar
mediante espectrometria de masas que el tPA detectado corresponda al tPA humano.
Los cortes realizados al gel fueron enviados a INMEGEN (Instituto Nacional de
Medicina Genomica) para su analisis.

Los espectros de fragmentacion arrojados por el espectrometro de masas hos
condujeron a la identificacién de péptidos. Para que las proteina tPA fuera considerada
positivamente identificada requiri6 al menos de dos péptidos plenamente encontrados
(arriba del 95% nivel de significacion) y de mas de seis aminoacidos cada uno. Se
cumplieron estos requisitos pues se identificaron un péptido de 9 residuos con 96% de
confianza y otro de 12 aminoacidos con un 99% de confianza. Lo cual confirma que la
proteina identificada por inmunodeteccion en la fraccion secretada y glicosilada de la
linea CHO-TF70R corresponde a tPA humano. Los resultados presentan alta
homologia en la asignacion de los péptidos (p<0.05). Los péptidos fueron observados
utilizando el algoritmo Paragon y/o el motor de busqueda Mascot.

Adicionalmente se observé una cobertura del 20% en el que también se encontraron
péptidos con menor porcentaje de confianza ( 67 y 19%). En la Figura 19 se muestra la
secuencia completa del activador del plasmindgeno tisular en la cual se muestran las
secuencias que fueron detectadas tras el analisis por MASCOT. Las secuencias
encontradas se muestran en la tabla 6.

Las secuencias en rojo tienen una confiabilidad menor al 1%. La que se encuentra en
amarillo tiene una confiabilidad mayor al 60% pero menor del 80%. Las secuencias en

verde tienen un porcentaje de confiabilidad mayor al 95% (Figura 20)
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Figura 19. Gel desnaturalizante de poliacrilamida al 15% tefiido con azul de Coomassie donde
se muestran los sitios de corte que fueron enviados a INMEGEN. Fracciones concentradas por
SAVANT correspondientes a 30°C a los siete dias del cultivo, se cargaron por duplicado para
tener mas material a analizar. Los dos primeros carriles son la misma muestra por duplicado sin
concentrar en el SAVANT y estos fueron utilizados como referencia de migracion de las bandas
de interés.

MDAMKRGLCCVLLLCGAVFVSPSQEIHARFRRGARSYQVICRDEKTQ
MIYQQHQSWLRPVLRSNRVEYCWCNSGRAQCHSVPVKSCSEPRCFEN
GGTCQQALYFSDFVCQCPEGFAGKCCEIDTRATCYEDQGISYRGTWST
AESGAECTNWNSSALAQKPYSGRRPDAIRLGLGNHNYCRNPDRDSKP
WCYVFKAGKYSSEFCSTPACSEGNSDCYFGNGSAYRGTHSLTESGAS
CLPWNSMILIGNVYTAQNPSAQALGLGKHNYCRNPDGDAKPWCHVLK
NRRLTWEYCDVPSCSTCGLRQYSQPQFRIKGGLFADIASHPWQAAIFA
KHRRSPGERFLCGGILISSCWILSAAHCFQERFPPHHLTVILGRTYRVVP
GEEEQKFEVEKYIVHKEFDDDTYDNDIALLQLKSDSSRCAQESSVVRTV
CLPPADLQLPDWTECELSGYGK LKEAHVRLYPSSRCT
SQHLLNRTVTDNMLCAGDTRSGGPQANLHDACQGDSGGPLVCLNDG
RMTLVGIISWGLGCGQKDVPGVYTKVTNYLDWIRDNMRP

Figura 20. Secuencia proteica completa del activador del plasmindgeno tisular humano. Las
secuencias en rojo tienen una confiabilidad menor al 1%. La que se encuentra en amarillo tiene
una confiabilidad mayor al 60% pero menor del 80%. Las secuencias en verde tienen un
porcentaje de confiabilidad mayor al 95%.
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Tabla 6. Secuencias arrojadas por el analisis hecho por espectrometria de masas de
masas (INMEGEN) con su respectivo porcentaje de confianza. Que confirma la
presencia de tPA humano recombinante en el secretoma.

FPPHHLTVILGR 99
VTNYLDWIR 96
HEALSPFYSER 67
RPDAIR 19
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14. CONCLUSIONES

Se determinaron las constantes de crecimiento para los cultivos control y cultivos
bifasicos, siendo de 0.021 h™* inicialmente para ambos, pero una vez realizado el
cambio de temperatura la velocidad de crecimiento disminuy6 a 0.017 h™ en el
cultivo bifasico. El cultivo control se mantuvo constante hasta las 264 horas en
las que empieza la fase de muerte del cultivo; la viabilidad del cultivo bifasico se

prolongd 120 horas adicionales en comparacion al cultivo control.

No hubo diferencia significativa en el consumo de glucosa entre una y otra
condicién. Aunque es de esperarse que las células en cultivo bifasico consuman
una menos concentracion de glucosa o0 en menor tiempo, debido a la
disminucién del metabolismo por el decremento en la temperatura, es posible
gue el gasto requerido para la respuesta al estrés por hipotermia moderada

requiera de un mayor consumo de glucosa.

Se obtuvieron los perfiles de proteina correspondientes al proteoma y el
secretoma en los cultivos sumergidos de la linea celular CHO-TF70R, en geles
bidimensionales, ambos perfiles resultan distintos entre si y presentan una

distribucion proteica particular.

Se selecciond un método ad hoc de purificacion de proteinas glicosiladas
provenientes de la fraccidn secretada de la linea celular CHO-TF70R, el
protocolo del Qproteome ® Mannose Glycoprotein Kit de QIAGEN mostro ser la
mejor opcién debido a la obtencién un perfiles de glicoproteinas mas discreto,

limpio y abundante.
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El tPA humano producido en los cultivos control y cultivos bifasicos
desarrollados en medios CD-OptiCHO de GIBCO®, se identifico mediante
inmunodeteccion en las fracciones de cultivos CHO-TF70R secretadas Yy
glicosiladas. Asi mismo se corroboré un aumento relativo en el cultivo bifasico
encontrandose la cantidad méxima de tPA acumulada en las muestras

correspondientes al séptimo dia del cultivo.
Se identific6 tPA humano por espectrometria de masas en muestras

provenientes de cultivo de la linea celular CHO-TF70R (en la fraccion secretada

y glicosilada).
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15. PERSPECTIVAS

El conocimiento generado con este trabajo, deja abierta una serie de preguntas las

cuales pueden aportar informacion adicional y significativa para la caracterizacién del

efecto del cultivo bifasico en condiciones de hipotermia moderada sobre la produccion

de la proteina activador del plasminégeno tisular (tPA) recombinante en la linea celular

CHO-TF70R.Algunas de estas preguntas pueden ser contestadas mediantes los

siguientes objetivos:

Cuantificar otros factores que puedan indicar actividad metabdlica durante el

cultivo de CHO-TF70R, tales como lactato, glutamina y glutamto.

Realizar un analisis proteémico diferencial del las proteinas citosdlicas
correpondientes a la linea celular CHO-TF70R para monitorear los cambios que
sufre la célula bajo el estrés de la produccion de tPA recombinante bajo la

presion del cultivo bifasico.

Realizar ensayos glicoproteomicos del secretoma diferencial de la linea celular
CHO-TF70R bajo diferentes condiciones de temperatura de cultivo (37°C y
bifasico).

Realizar analisis de glicanos mediante espectrometria de masas para observar
en que residuo de aminoacido, el tPA se esta glicosilando y conocer que
glicoforma es la que se estd secretando y/o determinar si se estan secretando
diferentes glicoformas.

Determinar si el activador de plasmindgeno tisular producido en la linea CHO-
TF70R posee actividad.
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