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INTRODUCCION

La glicoingenieria es una de las estrategias utilizadas para mejorar las propiedades
farmacocinéticas de las proteinas terapéuticas, dado que permite incrementar su actividad in
vivo, prolongando la duracién de su accién mediante la incorporacién de nuevos glicanos. En
particular, la O-glicoingenieria ha sido llevada a cabo exitosamente mediante la fusion de
péptidos susceptibles de incorporar O-glicanos a regiones N- y/o C- terminales de proteinas
humanas de interés farmacoldgico. Esta técnica utiliza una serie de procedimientos de
ingenieria molecular para modificar el contenido y/o estructura de los glicanos de las
proteinas. El objetivo es lograr una nueva entidad proteica con mayor carga negativa y un
mayor radio hidrodinamico, para incrementar su tiempo de vida media en circulacién, sin
afectar su conformacion nativa.

En este sentido, en nuestro laboratorio se han disefiado dos etiquetas peptidicas derivadas
de la secuencia del factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos humano
(hGM-CSF). La primera, denominada GMOP, porta 4 sitios potenciales de O-glicosilacion
gue se hallan parcial o totalmente ocupados en la proteina de origen. La segunda etiqueta,
denominada mGMOP, deriva de la anterior y ha sido modificada para incorporar 6 sitios
potenciales de O-glicosilacién. Asimismo, ambas etiqguetas comparten un péptido lineal
correspondiente a los 4 aminoacidos N-terminales (APAR) del hGM-CSF, el cual es
reconocido por un mAb, denominado CC1H7, perteneciente a nuestro laboratorio.

Se propone estudiar ambos péptidos en paralelo fusionados a una proteina modelo, la
eritropoyetina humana (hEPQ), para evaluar la capacidad de los mismos de conferir mejoras
en las propiedades farmacocinéticas y en la actividad biolégica de la proteina.
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Cabe mencionar que la glicosilacion es un proceso co/postraduccional que ocurre en las
células eucariotas. Por esta razén, para que la incorporacion de glicanos suceda, la
produccion de las proteinas de interés se realizara mediante el cultivo de células animales
como sistema de expresion.

OBJETIVOS

Evaluar y comparar la capacidad de dos nuevas etiquetas peptidicas, GMOP y mGMOP,
susceptibles de O-glicosilacion y derivadas de la secuencia N-terminal del hGM-CSF, para
otorgar mejoras en la actividad bioldgica in vivo de la eritropoyetina humana, trabajando en
condicién de extensa O-glicosilacién.

METODOLOGIA

Generacion de variantes de rhEPO hiper-O-glicosiladas (GMOP3-EPO-GMOP vy
MGMOP3-EPO-mGMOP)

Las variantes propuestas fueron disefiadas fusionando 3 copias secuenciales del péptido
GMOP o0 mGMOP en la region N-terminal y una cuarta copia en el extremo C de la rhEPO.
En consecuencia, se incorporaron 19 y 27 sitios susceptibles de adicion de O-glicanos para
GMOP o mGMOP, respectivamente. Como péptido sefial se adicion6 la secuencia de
sefalizacién del hGM-CSF, del cual derivan las etiquetas, para asegurar la correcta
secrecion de las variantes al sobrenadante de cultivo. La sintesis del ADN quimérico se
solicité a la empresa Gene Universal (Gene Universal Inc., Newark, EE.UU).

Obtencién de lineas estables de células CHO-K1 productoras de las variantes
GMOP3-EPO-GMOP y mGMOP3-EPO-mGMOP

La linea celular CHO-K1 fue transducida utilizando particulas lentivirales. Posteriormente, se
llevd a cabo una presion selectiva gradual empleando concentraciones crecientes del
antibidtico puromicina (Gibco, EE.UU), con el fin de enriquecer la poblacién con aquellas
células que presentan mayor productividad. La productividad se evalu6 mediante
determinacion de la concentracién de las variantes por técnica de ELISA sandwich y recuento
celular. Finalmente, las lineas obtenidas fueron adaptadas a su crecimiento en suspension.

Produccioén de las variantes empleando las lineas generadas.

Las lineas celulares obtenidas se utilizaron para llevar a cabo la produccion de las quimeras.
Para ello, cada linea fue cultivada en agitacién en un volumen final de 200 ml. A partir de
este cultivo, se realizaron recambios sucesivos del medio, recuperando las células por
centrifugacion y cosechando el sobrenadante. Este procedimiento se realiz6 cada 48-72 h
hasta alcanzar un numero de cosechas que permitié6 obtener una masa adecuada para los
ensayos posteriores. Las cosechas recolectadas se evaluaron mediante ELISA sandwich
para determinar la concentracion de la proteina de interés.

Caracterizacion del perfil de glicoisoformas de diferente masa molecular y de distinta
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carga de las nuevas moléculas

La caracterizacion de los perfiles de masa molecular y el patrén de isoformas de las variantes
obtenidas se realizé mediante SDS-PAGE, seguido de la transferencia de las proteinas a
membranas de difluoruro de polivinilo (PVDF) para llevar a cabo la deteccion inmunoquimica
de las muestras, utilizando anticuerpos de conejo anti-rhEPO. Al mismo tiempo, se utilizd
como método de deteccion el mAb anti-APAR (mAb CC1H7) para evaluar la identidad de las
proteinas etiquetadas con los péptidos.

CONCLUSIONES

Mediante el uso de herramientas bioinformaticas y teniendo en cuenta consideraciones
fisicoguimicas, se disefiaron dos variantes mediante fusion de la eritropoyetina humana
(hEPO) con las etiquetas correspondientes a los péptidos GMOP y mGMOP. Estas
secuencias, clonadas en los vectores de expresion correspondientes, fueron utilizadas para
obtener lineas celulares mediante transduccion. Para ello, las células CHO-K1 cultivadas en
medio DMEM HAM'’s F12 suplementado con 5% SFB fueron transducidas cuatro veces de
forma sucesiva para aumentar la eficiencia del proceso. A continuacion, se realiz6 la presion
selectiva empleando diferentes concentraciones del antibiético puromicina y se evalud la
roductividad a 24 h de cada condicién (Figura 1).
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Figura 1: Productividad de las lineas celulares productoras de las variantes GMOP3-EPO-GMOP y
mGMOP3-EPO-mGMOP sometidas a diferentes concentraciones del agente de seleccion (puromicina).

La maxima productividad de cada variante se obtuvo con diferentes concentraciones del
antibiético. Sobre la base de estos resultados, en el caso de la linea CHO GMOP3-EPO-
GMOP se opt6 por continuar la presion de seleccion empleando una concentracién maxima
de puromicina de 280 ug/mL con el fin de alcanzar un mayor valor de productividad; mientras
gue para la linea CHO mGMOP3-EPO-mGMOP, la productividad luego de la presion de
seleccion con 90 pug/mL de puromicina fue muy elevada, por lo cual no se continu6 con el
proceso de presion.

Finalizada la etapa de seleccion, las lineas con mayor productividad de ambas variantes de EPO
fueron adaptadas al crecimiento en suspension y agitacion. Con este fin, en una primera
instancia, las lineas cultivadas en adherencia en medio DMEM HAM'S F12 5% SFB fueron
resuspendidas en un medio libre de suero para crecimiento en suspension, Excell 302 SRF.
Posteriormente, se continud el proceso hasta su adaptacion a otro medio libre de suero para
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cultivo en suspension mas econdémico, CD BHK Production Medium (PM), con el fin de disminuir
el costo de produccién de las proteinas. Se realiz6 la adaptacion gradual de un medio a otro, y
una vez que ambas lineas celulares demostraron un optimo crecimiento en medio de cultivo
100% PM, se evalud su productividad a 24 h y 48 h. La productividad de ambas lineas celulares
en los dos medios evaluados fue similar entre si, por lo cual se continué con la produccion y
purificacion de cada variante en las condiciones establecidas.

La caracterizacion de los perfiles de masa molecular y el patrén de isoformas de las variantes
mediante SDS-PAGE y posterior western blot empleando el pAb anti-EPO como anticuerpo de
deteccion permitio identificar todas las variantes de EPO, incluyendo aquellas que contienen el
péptido GMOP y mGMOP. Por otra parte, la incubaciéon con el mAb CC1H7 sélo permitié detectar
las proteinas que contienen la secuencia APAR, entre ellas las variantes fusionadas al péptido
GMOP y mGMOP, y la citoquina rhGM-CSF, de la cual derivan ambas etiquetas peptidicas. Cabe
aclarar que en el carril donde se sembr6 GM-CSF se observa una banda adicional a los 30 kDa,
que podria corresponderse a agregados de
la proteina. Ademas, se observo que la masa
molecular de ambas variantes se incremento
en gran medida con respecto a la hEPO,
alcanzando valores entre 50-75 kDa. Este
incremento se atribuye no solo a la masa
molecular aportada por la secuencia de
aminodcidos de los péptidos incorporados,
sino también a los glicanos unidos a los sitios
de O-glicosilacién de los mismos. A su vez,
la variante mGMOP3-EPO-mGMOP
presentd una masa molecular mayor con
respecto a la variante GMOP3-EPO-GMOP,
destacandose ademas un perfil ligeramente
més heterogéneo evidenciado por la
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Figura 2: SDS-PAGE seguido de western blot e

. , inmunodeteccion con mAb CC1H7 (izquierda) y con
presencia de una banda mas ancha que pAb anti-EPO (derecha). Calles: 1-rhEPO;

comprenderia un mayor numero de | 2-thGM-CSF;3-G4-EPO; 4-mG4-EPO.
glicoformas (Fig. 2).
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